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HEY1 (hairy/enhancer-of-split with YRPW motif 1) es un miembro de la familia bHLH-Orange que, 
junto con otras proteínas HEY y HES pertenecientes a la misma familia, actúa como mediador de 
la vía de señalización Notch. La expresión de HEY1 está regulada además por otras vías de 
señalización alteradas en cáncer como la vía TGF-β/Smad, RB/E2F y la vía activada por c-Jun. 
Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que HEY1 es un represor de la actividad 
transcripcional del receptor de andrógenos (AR), la principal diana terapéutica en cáncer de 
próstata, y que su localización celular está alterada en tumores primarios de próstata, donde se 
encuentra excluido del núcleo. Además, HEY1 es un regulador positivo indirecto de la actividad del 
supresor de tumores p53. En base a todo esto, alteraciones en los mecanismos moleculares que 
regulan la expresión, la localización subcelular o la actividad de HEY1 podrían desempeñar un 
papel en el desarrollo y progresión tumoral y en la respuesta al tratamiento anticanceroso. 
Con estos antecedentes nos propusimos estudiar los mecanismos moleculares que regulan la 
localización subcelular de HEY1. Como resultado de este estudio identificamos la existencia de 
una señal de localización nuclear (NLS), cuya alteración mutacional origina la exclusión nuclear de 
HEY1, y elimina la capacidad de HEY1 de reprimir la actividad transcripcional del AR y también de 
regular positivamente la actividad de p53. Por otro lado, en la secuencia del gen HEY1 humano 
existe un polimorfismo natural de único nucleótido (SNP) que cambia el residuo leucina situado en 
el codón 94 por una metionina (L94M). Este polimorfismo está presente en el 1% de las 
poblaciones estudiadas y recientemente se ha descrito que altera la capacidad de HEY1 de 
reprimir la actividad del promotor del transportador de dopamina humano. En este estudio 
nosotros mostramos que el polimorfismo L94M convierte a HEY1 de un correpresor a un 
coactivador del AR sin afectar a sus dominios represores transcripcionales intrínsecos. El 
polimorfismo L94M también elimina la activación de p53 mediada por HEY1 y suprime la 
capacidad de HEY1 de inducir una parada del ciclo celular dependiente de p53 y una 
diferenciación celular aberrante en las células de osteosarcoma humano U2OS. Además, la 
expresión de HEY1, pero no de la variante HEY1-L94M, incrementa la sensibilidad de las células 
U2OS a agentes quimioterapéuticos que actúan a través de la activación de p53. 
ABSTRACT 
 
HEY1 (hairy/enhancer-of-split with YRPW motif 1) is a member of the bHLH-Orange family that, 
together with other HEY and HES proteins belonging to the same family, mediates Notch signaling. 
Several other cancer-altered pathways, such as TGF-β/Smad, RB/E2F and c-Jun, also regulate 
HEY1 expression. Previous data from our laboratory have shown that HEY1 is a repressor of the 
main prostate cancer therapeutic target, the androgen receptor (AR). In addition HEY1 subcellular 
localization is altered in primary prostate tumors, where it is excluded from the nucleus. Also, 
HEY1 is an indirect positive regulator of the p53 tumor suppressor. Consistent with these 
evidences, alterations in the molecular mechanisms regulating HEY1 expression, subcellular 
localization or activity could play a role in tumor development and progression and also in the 
response to anticancer therapy. 
This background prompted us to investigate the molecular mechanisms that regulate HEY1 
subcellular localization. As a result of this study, we identified a bona fide nuclear localization 
signal (NLS) present in HEY1. Mutational alteration causes HEY1 exclusion from the nucleus and 
abolishes HEY1 ability to repress AR transcriptional activity and to positively regulate p53 activity. 
In addition, the human HEY1 gene has a naturally occurring non-synonymous single-nucleotide 
polymorphism (SNP) that changes the leucine at codon 94 to methionine (L94M). This 
polymorphism is present in 1% of all studied populations. It was recently described that this SNP 
impairs HEY1 ability to repress the human dopamine transporter promoter. In this study we show 
that the polymorphism L94M converts HEY1 from an androgen receptor corepressor to an 
androgen receptor co-activator without affecting its intrinsic transcriptional repressive domains. The 
polymorphism L94M also abolishes HEY1-mediated activation of p53 and suppresses the ability of 
HEY1 to induce p53-dependent cell cycle arrest and aberrant cell differentiation in human 
osteosarcoma U2OS cells. Moreover, expression of HEY1, but not of the variant HEY1-L94M, 
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AF1: función de activación 1 
AF2: función de activación 2 
AR: receptor de andrógenos 
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ESFT: tumores de la familia del sarcoma de Ewing 
GAL4-DBD: dominio de unión al ADN de la proteína GAL4 de levadura 
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MDM2: Murine Double Minute 2 
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R-Smad: proteína Smad activada por receptor 
siRNA: ARN de interferencia pequeño 
SIRT1: sirtuina 1 
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TGF-β: Factor de crecimiento transformante β 
TLE: transducin-like enhancer of split 
VP16: proteína viral 16 del virus Herpex simplex 
WB: Western blot 
 




















































1-La superfamilia de proteínas bHLH-Orange 
 
La superfamilia bHLH-Orange (bHLH-O), también conocida como superfamilia de proteínas 
relacionadas con Hairy and Enhancer of split, está constituida por un conjunto de represores 
transcripcionales con capacidad de unión al ADN. Todos los miembros de esta superfamilia tienen 
en común la ordenación en tándem de un dominio bHLH (región básica-hélice1-lazo-hélice2) y un 
dominio Orange (hélice 3-hélice 4) (Davis & Turner, 2001; Iso et al, 2003). La región básica es el 
principal determinante de la especificidad de unión al ADN, el dominio HLH está implicado en la 
interacción con otras proteínas y el dominio Orange contribuye a la especificidad de estas 








En mamíferos existen 12 proteínas bHLH-O clasificadas en 3 familias, HES (Hairy and 
enhancer-of-split 1), HEY (Hairy/Enhancer-of-split related with YRPW motif) y Stra13/DEC, 
atendiendo a su estructura primaria (Fig. 1) (Iso et al, 2003). La principal diferencia reside en el 
extremo carboxilo terminal (C-terminal). Las proteínas HES presentan un tetrapéptido WRPW con 
actividad represora por la interacción con proteínas TLE (transducin-like enhancer of split) 
/Groucho que en HEY está sustituido por un tetrapéptido YXXW, incapaz de unir correpresores 
TLE, seguido de un péptido TE(I/V)GAF con función desconocida. Las proteínas Stra13 carecen 
de un tetrapéptido C-terminal conservado. Otra diferencia es la presencia de una prolina 
Figura 1. Representación esquemática de la estructura de las proteínas de la 
superfamilia de proteínas bHLH-Orange en mamíferos. Se indican los aminoácidos 
diferenciales del dominio básico y el tetrapéptido carboxilo terminal. 
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conservada en el dominio básico de las proteínas HES que en la familia HEY está sustituido por 
un residuo glicina y en las proteínas Stra13 el residuo prolina está desplazado (Iso et al, 2003). 
Algunos miembros de la familia bHLH-O, como HEY1,-2,-L y HES1,-5,-7, son mediadores 
claves de la vía Notch en el control negativo de la diferenciación, en decisiones de destino celular 
y en la diferenciación del mesodermo (somitogénesis), durante determinados períodos del 
desarrollo embrionario (Iso et al, 2003). 
 
2-La proteína HEY1 (Hairy/Enhancer of split related with YRPW motif 1) 
 








La proteína HEY1 (también conocida como HERP2, HESR1, HRT1,CHF2 o gridlock), fue 
descrita inicialmente como una proteína cuya expresión está regulada directamente por la vía de 
señalización canónica de Notch (Iso et al, 2001a; Maier & Gessler, 2000; Nakagawa et al, 2000). 
La activación de la vía Notch implica la interacción de los receptores NOTCH (proteínas 
transmembrana) con ligandos presentes en la membrana de células adyacentes (Fig. 2) (Bray, 
2006; Kadesch, 2004; Miele, 2006). En mamíferos se han identificado cuatro receptores NOTCH 
Figura 2. Esquema de la vía de señalización Notch. Los ligandos de la familia Delta o 
Jagged inducen la liberación del dominio intracelular de Notch (NICD) después de dos 
fragmentaciones proteolíticas (1) y (2). El NICD reemplaza los correpresores 
transcripcionales por coactivadores permitiendo la transcripción de los genes HEY y HES. 
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(NOTCH 1,-4) y 5 ligandos [Jagged1,-2, Delta-like 1,-3,-4 (Dll1, Dll3,Dll4)] (Bray, 2006; Kadesch, 
2004; Miele, 2006). Tras la unión de los ligandos, los receptores NOTCH sufren dos 
fragmentaciones proteolíticas sucesivas. La primera fragmentación, catalizada por un miembro de 
la familia de metaloproteasas ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease), libera la porción 
extracelular del receptor NOTCH. Posteriormente una enzima gamma-secretasa libera el dominio 
intracelular de NOTCH (NICD) (Bray, 2006; Kadesch, 2004; Miele, 2006). El NICD se transloca al 
núcleo donde interacciona con el factor de transcripción RBP-Jκ (recombination signal binding 
protein Jκ). En ausencia del NICD, RBP-Jκ reprime la transcripción de sus genes diana mediante 
el reclutamiento de correpresores. La interacción con el NICD desplaza el complejo de 
correpresores y permite el reclutamiento de coactivadores, activando la transcripción de sus genes 
diana, como HEY y HES (Bray, 2006; Kadesch, 2004; Miele, 2006). 
Estudios recientes han descrito que HEY1 es una diana directa de la vía TGF-β (factor de 
crecimiento transformante β)/Smad en distintos tipos celulares, tanto por activación de ligandos 
BMP (proteínas morfogénicas de hueso) como por ligandos TGF-β. Los ligandos de la 
superfamilia TGF-β interaccionan con receptores de la membrana con actividad serin/treonin 
quinasa que activan por fosforilación proteínas Smad dependientes de receptor (R-Smad). Las R-
Smad activadas forman un complejo con Smad4 que es translocado al núcleo donde activa la 
transcripción de sus genes diana. Las proteínas Smad 1, 5 y 8 son las R-Smads que se fosforilan 
en respuesta a las BMPs, mientras que las proteínas Smad 2 y 3 se fosforilan en respuesta a 
TGF-β y activinas (Itoh et al, 2004). En células epiteliales TGF-β induce la expresión de HEY1 a 
través de la unión directa del complejo Smad3/4 al promotor de HEY1 (Zavadil et al, 2004). Por 
otro lado, en células endoteliales (Itoh et al, 2004) y en la línea celular miogénica C2C12 
(Dahlqvist et al, 2003), la adición de BMP-6 y BMP-4 respectivamente, incrementa la inducción de 
HEY1 por Notch a través de la unión de SMAD1 al promotor de HEY1 y a través de la interacción 
entre SMAD1 y el NICD en presencia de RBP-Jκ. La inducción de HEY1 en respuesta al 
tratamiento con proteínas BMP también fue observada en células osteoblásticas murinas (MC3T3) 
(Zamurovic et al, 2004)y en células Jurkat TAg (Sivertsen et al, 2007). 
Además de los sitios de unión a RBP-Jκ y proteínas Smad, también se han identificado 
sitios de unión a factores de transcripción E2F en el promotor de HEY1. Los ensayos luciferasa y 
de inmunoprecipitación de cromatina demostraron que la transcripción de HEY1 es activada por 
los factores de transcripción E2F a través de su unión directa al promotor de HEY1 (Hulleman et 
al, 2009). 
HEY1 también actúa como mediador de c-Jun en el bloqueo de la diferenciación eritroide a 
través de la represión de la actividad transcripcional de GATA-1 (Elagib et al, 2004). 
 
                                                                                                                                          Introducción 
 10 
2.2-Funciones biológicas de HEY1 
 
El papel funcional de HEY1 se ha estudiado principalmente como efector de la vía de 
señalización Notch en diversos procesos del desarrollo embrionario como desarrollo cardio-
vascular (Fischer & Gessler, 2007; Fischer et al, 2005; Kokubo et al, 2005), neurogénesis 
(Sakamoto et al, 2003), gliogénesis (Satow et al, 2001), miogénesis (Buas et al; Iso et al, 2001a; 
Sun et al, 2001) y osteoblastogénesis (de Jong et al, 2004; Salie et al, 2009; Zamurovic et al, 
2004). En todos estos procesos HEY1 actúa como inhibidor de la diferenciación, presumiblemente 
a través de su actividad como represor transcripcional. 
El mecanismo molecular por el cual HEY1 actúa como represor transcripcional en las 
funciones biológicas arriba descritas apenas se conoce. Se ha descrito que HEY1 tiene la 
capacidad de unirse a sitios específicos del ADN (cajas·E o cajas N), como homodímero o 
heterodímero con miembros de su misma familia o con miembros de la familia HES (Iso et al, 
2001b). Los homodímeros HEY y HES y el heterodímero HEY/HES pueden unirse a sitios 
comunes en el ADN pero presentan distintas preferencias. En células que co-expresan ambas 
proteínas el heterodímero es la especie predominante y presenta una mayor actividad de unión al 
ADN que los respectivos homodímeros (Iso et al, 2001b). Algunos estudios mostraron que HEY1 
reprime la transcripción génica por unión directa al promotor, sin embargo la mayoría de los 
estudios (revisados en (Fischer & Gessler, 2007)) mostraron la capacidad de HEY1 de 
antagonizar la función de factores de transcripción activadores formando complejos proteína-
proteína con ellos. Aunque en algunos casos parece que HEY1 actúa por un mecanismo de 
titulación, impidiendo la unión del factor de transcripción al ADN, el modelo más probable implica 
la unión de HEY1 a activadores transcripcionales unidos al ADN convirtiéndolos en represores por 
el reclutamiento de correpresores (Fischer & Gessler, 2007). HEY1 interacciona con los 
correpresores N-CoR (correpresor nuclear) y Sin3A directamente a través de su dominio bHLH y 
estos correpresores a su vez reclutan histona desacetilasa-1 (HDAC1). Por otro lado se ha 
descrito que el dominio bHLH puede unir sirtuina 1 (SIRT1), una histona desacetilasa (HDAC) 
dependiente de NAD+ (Takata & Ishikawa, 2003) y datos no publicados de nuestro laboratorio 
indican que SIRT1 interacciona in vitro con HEY1.  
 
2.3-Papel de HEY1 en cáncer 
 
La capacidad de HEY1 de regular negativamente la diferenciación durante el desarrollo 
sugiere un potencial papel en oncogénesis y HEY1 ha sido relacionado con varias rutas de 
señalización implicadas en cáncer. 
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La expresión de HEY1 es esencial para la transición epitelio-mesénquima (TEM) inducida 
por TGF-β en distintos tipos de células epiteliales (Zavadil et al, 2004). La TEM permite a células 
epiteliales, polarizadas e inmóviles convertirse en células mesenquimáticas con capacidad 
migratoria. Este proceso fue reconocido inicialmente en determinados procesos del desarrollo 
embrionario y posteriormente ha sido implicado en la adquisición de capacidad invasiva y 
metastásica de carcinomas (Yang & Weinberg, 2008). Se ha descrito que Notch promueve la TEM 
inducida por TGF-β tanto durante el desarrollo cardíaco, donde HEY1 es un efector de Notch, 
como en procesos de transformación oncogénica. La sobre-expresión del NICD en células 
endoteliales inmortalizadas induce la TEM acompañada de transformación oncogénica 
(Timmerman et al, 2004). 
HEY1 está específicamente sobre-regulado en gliomas humanos y su expresión en 
gliobastoma multiforme (el más alto grado de glioma) correlaciona con el grado del tumor y la 
supervivencia (Hulleman et al, 2009). Se ha mostrado que la señalización por Notch juega un 
papel esencial en la formación de tumores cerebrales y en la auto-renovación de células madre 
neuronales. La expresión de HEY1 en células de glioma puede ser inducida por la vía de la 
proteína retinoblastoma (pRB)/E2F a través de la regulación directa de su promotor por factores 
de transcripción E2F. Además, la sobre-expresión de HEY1 en células madre neuronales 
promueve proliferación mientras que la eliminación de su expresión en células de glioblastoma en 
cultivo origina una disminución de la proliferación. Todos estos datos sugieren que HEY1 
contribuye a la proliferación de las células de glioblastoma (Hulleman et al, 2009). 
Recientemente dos grupos describieron que la expresión de Notch y sus genes diana 
HEY1 y HES1 estaba sobre-regulada tanto en líneas celulares como en tumores primarios de 
osteosarcoma humano. Además mostraron que la inhibición de Notch disminuía la proliferación de 
células de osteosarcoma tanto in vivo como in vitro a través de la regulación del ciclo celular 
(Engin et al, 2009; Tanaka et al, 2009). 
 
2.3.1 Papel de HEY1 en cáncer de próstata 
 
2.3.1.1. El receptor de andrógenos  
 
El receptor de andrógenos (AR) es un factor de transcripción perteneciente a la 
superfamilia de los receptores nucleares y junto con los receptores de estrógenos, 
glucocorticoides, mineralocorticoides y progesterona constituye la familia de receptores 
esteroideos (Aranda & Pascual, 2001). El AR media las acciones biológicas de los andrógenos 
(hormonas esteroideas sexuales masculinas). Los tejidos dependientes de andrógenos como la 
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próstata requieren la acción androgénica para su desarrollo y mantenimiento en adultos. Los 
andrógenos regulan la proliferación y supervivencia de las células epiteliales de la próstata y 
alteraciones en la vía de señalización por andrógenos contribuyen al desarrollo del carcinoma de 
próstata (Dehm & Tindall, 2007). 
El AR comparte un estructura modular común con los demás receptores nucleares 
incluyendo una función de activación 1 (AF1) en el dominio amino terminal (N-terminal) que es 
independiente de unión a ligando, un dominio central de unión al ADN (DBD), una región bisagra y 
un dominio de unión a ligando (LBD) C-terminal que contiene la función de activación 2 (AF-2) 
(Fig. 3) (Aranda & Pascual, 2001). 
En el AR el dominio AF1 parece ser el dominio de transactivación más importante, pues la 
deleción del LBD da lugar a una forma constitutiva del AR con una actividad similar al receptor 
silvestre en presencia de ligando (McEwan, 2004). El LBD está constituido por 12 hélices α y la 
hélice más C-terminal (hélice 12) se relocaliza tras la unión del ligando para formar la superficie 
AF-2 de interacción con el dominio N-terminal del AR y con otros correguladores (Wurtz et al, 
1996). La región bisagra, localizada entre el DBD y el LBD, interviene en la unión al ADN y 






En ausencia de hormona, el AR, como todos los receptores esteroideos, se encuentra en 
el citoplasma formando un heterocomplejo constituido por chaperonas y proteínas de choque 
térmico, que lo mantiene en un estado competente de unión a ligando. La unión de la hormona 
(testosterona o dihidrotestosterona) favorece la disociación del complejo, la dimerización y la 
translocación nuclear del AR. El AR se une como homodímero secuencias específicas del ADN 
denominadas elementos de respuesta a andrógenos (AREs) y activa la transcripción de los genes 
diana regulados por andrógenos (Brooke et al, 2008).  
Figura 3. Representación esquemática de los dominio funcionales del AR. Se indican las 
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La capacidad del AR de activar la transcripción depende del reclutamiento de proteínas 
coactivadoras con actividades enzimáticas que modifican la cromatina facilitando la transcripción. 
Uno de los grupos de coactivadores mejor caracterizados es la familia p160 constituida por SRC1, 
SRC2 y SRC3 (coactivador de receptores esteroideos 1, 2, y 3, respectivamente). Los 
coactivadores p160 se unen tanto al dominio AF1 como AF2 del AR (Chmelar et al, 2007; Powell 
et al, 2004). Este reclutamiento aumenta la actividad de transactivación del AR directamente a 
través de la actividad acetiltransferasa de histona (HAT) intrínseca, e indirectamente a través del 
reclutamiento de coactivadores secundarios (Chmelar et al, 2007). 
Además, también se han identificado numerosos correpresores para el AR, siendo los 
mejor caracterizados NCoR1 y SMRT (mediador del silenciamiento por el receptor de ácido 
retinoico y de hormonas tiroideas). Estos correpresores se unen al AR unido tanto a agonistas 
como antagonistas y reprimen la activación inducida por ligandos agonistas de genes regulados 
por andrógenos. Se han descrito múltiples mecanismos por los cuales los correpresores parecen 
inhibir al AR, por ejemplo reclutando histona desacetilasas (HDAC) que condensan la estructura 
de la cromatina o inhibiendo su unión al ADN o la translocación nuclear (Wang et al, 2005b). 
 
2.3.1.2 –El receptor de andrógenos y cáncer de próstata 
 
El cáncer de próstata es el cáncer más frecuente en hombres y la segunda causa de 
muerte por cáncer después del cáncer de pulmón en países industrializados (Jemal et al, 2007). El 
AR se expresa en la mayoría de los tumores de próstata y el crecimiento de estos tumores es, al 
menos inicialmente, dependiente de andrógenos (Vis & Schroder, 2009). El tratamiento estándar 
para cáncer de próstata no confinado al órgano es el bloqueo androgénico mediante la 
administración de análogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) que 
suprimen la secreción testicular de andrógenos, en combinación con anti-andrógenos que se unen 
al AR e inhiben su actividad transcripcional (Vis & Schroder, 2009). El mecanismo exacto de 
acción de los anti-andrógenos se desconoce pero parecen funcionar al menos en parte via 
reclutamiento de correpresores a los genes diana. La terapia hormonal, aunque inicialmente es 
efectiva, en la mayoría de los casos fracasa y el tumor progresa en un medio deplecionado de 
andrógenos a un estadio más agresivo (Vis & Schroder, 2009). Este estadio avanzado se 
denomina “cáncer de próstata independiente de andrógenos” aunque en la mayoría de los casos 
se expresa un AR funcional que es importante para la supervivencia del tumor. Se han propuesto 
varios mecanismos para explicar cómo el AR puede estimular la proliferación celular en un medio 
deplecionado a andrógenos, como la amplificación o mutación del AR, alteraciones en los niveles 
de cofactores o activación de otras rutas de señalización que no utilizan andrógenos para la 
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activación del AR (Agoulnik & Weigel, 2006). El estudio de posibles mecanismos responsables del 
cáncer de próstata independiente de andrógenos es esencial para el desarrollo de nuevas 
estrategias terapéuticas. 
 
2.3.1.3-Relación funcional entre HEY1 y el receptor de andrógenos 
 
2.3.1.3.1-HEY1 es un represor del receptor de andrógenos 
 
En nuestro laboratorio se ha descubierto un nuevo papel de HEY1 como regulador de la 
actividad transcripcional del AR in vitro (Belandia et al, 2005). HEY1 interacciona directamente con 
el coactivador SRC1 y con el propio AR, y específicamente reprime la actividad transcripcional de 
promotores dependientes del AR (Belandia et al, 2005). La sobre-expresión del NICD, 
constitutivamente activo, aumenta los niveles de ARNm de HEY1 e inhibe la actividad 
transcripcional del AR endógeno. La represión inducida por el NICD es parcialmente revertida en 
presencia de siRNA (RNA de interferencia pequeño) específico para HEY1. Otro miembro de la 
familia HEY que media la señalización por Notch, HEY2, también reprime específicamente la 
transactivación mediada por el AR (Belandia et al, 2005). Los mecanismos por los cuales HEY1 y 
HEY2 reprimen al AR, y las consecuencias funcionales de esta interacción in vivo todavía se 
desconocen. Sin embargo, estos experimentos in vitro indican que cambios en los niveles 
endógenos de HEY1 en la célula inducidos por la activación de Notch, podrían modular la 
respuesta celular a andrógenos, proporcionando un mecanismo molecular de coordinación entre 
señales endrocrinas a larga distancia transmitidas por hormonas esteroideas y señales 
yuxtacrinas entre células adyacentes transmitidas por los receptores Notch (Belandia & Parker, 
2006; Belandia et al, 2005). Además Nantermet y colaboradores (Nantermet et al, 2003) 
describieron que tras la administración de dihidrotestosterona a ratas previamente deplecionadas 
de andrógenos, los niveles de expresión de Notch1 y Jagged1 en la próstata estaban disminuidos, 
mientras que los niveles de expresión del regulador negativo de Notch Sel-1L estaban 
aumentados. Este estudio junto con la represión del AR por HEY1, diana de Notch, sugieren la 
existencia de un mecanismo de regulación negativa recíproco entre la regulación génica 
dependiente de andrógenos y Notch (Belandia & Parker, 2006; Belandia et al, 2005). 
 
2.3.1.3.2-Alteraciones de HEY1 en cáncer de próstata. 
 
Existen numerosos estudios (revisados en (Leong & Gao, 2008; Villaronga et al, 2008)) 
que establecen el papel de la vía Notch en el desarrollo normal y tumorogénesis de la próstata. Se 
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han identificado componentes de la vía Notch como reguladores clave de la progresión del cáncer 
de próstata y metástasis. El análisis de tumores primarios humanos de próstata, modelos 
transgénicos de cáncer de próstata y líneas celulares de cáncer de próstata, sugieren que los 
componentes de la vía Notch pueden actuar como oncogenes o supresores de tumores, 
dependiendo del tipo celular tumoral y del estadio de la progresión del tumor. 
En base al papel de HEY1 como represor del AR (Belandia et al, 2005) y los datos 
genéticos que indican que la amplificación de la región cromosómica que contiene al gen HEY1 es 
frecuente en cáncer de próstata y correlaciona con el grado de agresividad de los tumores 
(DeMarzo et al, 2003), nuestro grupo analizó la expresión de HEY1 en tumores de próstata 
primarios humanos en comparación con muestras de hiperplasia benigna de próstata (BPH). El 
análisis inmunohistoquímico a pequeña escala (24 pacientes independientes) no mostró cambios 
significativos en los niveles de proteína entre las muestras de adenocarcinoma y las muestras de 
BPH pero mostró una marcada diferencia en la localización subcelular de HEY1. En la mayoría de 
las muestras de tumores malignos (8 de 10) HEY1 se encontraba excluído del núcleo mientras 
que en casi todas las muestras control (BPH) HEY1 presentaba una fuerte tinción nuclear 
(Belandia et al, 2005). 
  
2.3.2 –Papel de HEY1 como regulador de la actividad transcripcional de p53 
 
La proteína supresora de tumores p53 es un factor de transcripción que regula programas 
de expresión génica para mantener la homeostasis celular y la integridad genómica en respuesta 
a distintos estímulos de estrés. La importancia de esta proteína es resaltada por su frecuente 
inactivación en cáncer. Se ha encontrado que el gen p53 está mutado en la mitad de los tumores 
humanos (Hainaut & Hollstein, 2000) y en muchos tumores que retienen la forma silvestre de p53 
la funcionalidad de la proteína está comprometida por otros mecanismos (Vogelstein et al, 2000). 
 
2.3.2.1-Funciones de p53 
 
La proteína p53, como factor de transcripción, media la respuesta celular a una gran 
variedad de estímulos de estrés como daño genotóxico, activación de oncogenes, hipoxia, altos 
niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS), depleción de nutrientes o pérdida de adhesión 
celular, entre otros, muchos de los cuales ocurren durante el desarrollo de tumores. Las 
respuestas celulares reguladas por p53 mejor caracterizadas son apoptosis, senescencia y 
parada de ciclo celular. Mientras que las dos primeras son terminales para la célula, la parada de 
ciclo celular permite la reparación del daño y la supervivencia de la célula (Riley et al, 2008; 
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Vousden & Lu, 2002). El programa transcripcional activado por p53 que activa cada una de estas 
respuestas depende de la naturaleza del estímulo activador de p53, el tipo celular y la duración de 
la señal de activación (Espinosa, 2008). 
Aunque la función supresora de tumores es el papel mejor caracterizado de p53, estudios 
recientes indican que p53 también participa en numerosos procesos fisiológicos como la fertilidad, 
el metabolismo celular y respiración mitocondrial, la autofagia, la adhesión celular, el 
mantenimiento de células madre y el desarrollo embrionario (Vousden & Prives, 2009).  
 
2.3.2.1.1- Papel de p53 en el control del ciclo celular. 
 
La progresión a través del ciclo de división celular está mediada por los puntos de control 
del ciclo G1, S y G2/M y p53 participa en distinta medida en cada uno de ellos (Giono & Manfredi, 
2006; Helton & Chen, 2007). La parada del ciclo en fase G1 inducida en respuesta a radiación 
ionizante es dependiente de p53 en varios tipos celulares (Kessis et al, 1993; Kuerbitz et al, 1992). 
Varios estudios indican que p21, un inhibidor de quinasas dependiente de ciclina, es uno de los 
principales mediadores de la parada de ciclo en G1 inducida por p53 (Brugarolas et al, 1995; Deng 
et al, 1995; Waldman et al, 1995). p21 inhibe la actividad de las CDKs (quinasas dependientes de 
ciclinas) 2 y 4, requeridas para la entrada en fase S. Además de p21, otros genes diana de p53 
como GADD45A, MCG10 o BTG2, actúan en la activación de este punto de control del ciclo 
celular (Helton & Chen, 2007; Liebermann et al, 2007). Recientemente se ha descrito que la 
represión transcripcional de c-MYC mediada por p53 también está implicada en la parada en G1 
(Ho et al, 2005).  
La parada de ciclo en fase G2 en respuesta a daño del ADN puede ocurrir de forma 
independiente de p53 aunque la actividad transcripcional de p53 y la expresión de su diana p21 
son necesarias para sostener una parada en G2 prolongada (Bunz et al, 1998). Varios estudios 
(revisados en (Taylor & Stark, 2001)) confirmaron que p53 por sí mismo es capaz de inducir 
parada de ciclo en G2. El mecanismo por el cual p53 regula la transición G2/M implica la 
regulación de la CDK CDC2 que, formando un complejo con la ciclina B1, es esencial para la 
entrada en mitosis. Varias dianas transcripcionales de p53 pueden inhibir la actividad de Cdc2, 
incluyendo p21, que inhibe Cdc2 directamente, 14-3-3 σ, que secuestra a CDC2 en el citoplasma 
donde no puede inducir mitosis y GADD45A, que disocia CDC2 de Ciclina B1. La represión directa 
de ciclina B1 y CDC2 refuerza la parada en G2 (Taylor & Stark, 2001). La fosfatasa Cdc25c que 
activa el complejo CDC2-ciclina B1 por defosforilación al comienzo de la mitosis también es 
reprimida por p53 contribuyendo a la parada de ciclo (St Clair et al, 2004). p53 regula otras dianas 
que no afectan a la actividad de CDC2 pero que contribuyen a la parada de ciclo en G2 como 
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Reprimo, B99 y Mcg10, activados transcripcionalmente por p53, o Topoisomerasa II, reprimido por 
p53 (Taylor & Stark, 2001). 
 
2.3.2.2-Regulación de p53 
 
La proteína p53 debe ser rigurosamente regulada para asegurar que sus actividades anti-
proliferativas sean inducidas de forma temporal y controlada. Por ello en condiciones normales, de 
ausencia de estímulos de estrés, la proteína p53 debe permanecer inactiva (Kruse & Gu, 2009; 
Millau et al, 2009; Toledo & Wahl, 2006). La regulación de p53 ha sido descrita a nivel 
transcripcional, traduccional y posttraduccional. Sin embargo, uno de los mecanismos clave en la 
regulación de su actividad es el control de la estabilidad de la proteína, que es llevado a cabo 
principalmente por la proteína MDM2 (Murine Double Minute 2) (Kruse & Gu, 2009; Millau et al, 
2009; Toledo & Wahl, 2006). 
La proteína MDM2 fue identificada como el principal regulador negativo de p53. La 
importancia de MDM2 en la regulación de p53 se ve reflejada en la letalidad embrionaria de los 
ratones Knock-out de MDM2. Este fenotipo es recuperado por la eliminación de p53, sugiriendo 
que la letalidad embrionaria es debida a la apoptosis descontrolada inducida por p53. (Hayon & 
Haupt, 2002; Iwakuma & Lozano, 2003). 
MDM2 inhibe la actividad de p53 a través de distintos mecanismos. Por un lado funciona 
como E3 ligasa ubiquitinando varios residuos de lisina en el dominio C-terminal de p53 para dirigir 
su degradación por el proteasoma. A su vez MDM2 se auto-ubiquitina y promueve su propia 
degradación. Por otro lado, MDM2 inhibe la actividad transcripcional de p53 a través de la unión a 
su dominio de transactivación N-terminal, o mediante la ubiquitinación de residuos lisina en el 
extremo C-terminal de p53, impidiendo su acetilación por PCAF (factor asociado a CBP/p300) o 
CBP/p300. Además se ha descrito que la ubiquitinación puede favorecer la exportación nuclear de 
p53 contribuyendo a disminuir su actividad transcripcional y que MDM2 puede inhibir la 
transcripción de los genes diana de p53 mediante la ubiquitinación de sus promotores (Marine et 
al, 2006; Stommel & Wahl, 2005). 
MDM2 es un regulador negativo de p53 pero a su vez es una diana transcripcional de p53, 
existiendo un bucle auto-regulador entre ellos. El gen MDM2 tiene dos promotores, uno 
independiente de p53, que es transcrito a niveles constitutivamente bajos en ausencia de estrés y 
otro que es activado por p53 en respuesta a estrés. La activación de p53 en respuesta a estímulos 
de estrés requiere la liberación del efecto inhibitorio de MDM2 y se han propuesto distintos 
mecanismos que podrían mitigar la actividad inhibitoria de MDM2 (Hayon & Haupt, 2002; Kruse & 
Gu, 2009; Stommel & Wahl, 2005) (Fig. 4). 
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Una forma por la que p53 puede ser activado, a pesar de la presencia de MDM2, es a 
través de ARF. La sobre-expresión de ARF inhibe la actividad de MDM2 y consecuentemente 
aumenta los niveles de p53. Sin embargo su actividad no constituye un mecanismo general de 
inhibición de MDM2, ya que su expresión es inducida por estímulos oncogénicos y su actividad no 
es requerida en todos los tejidos para la activación de p53 (Hayon & Haupt, 2002; Kruse & Gu, 







Recientemente el grupo de Stommel y col. propuso un nuevo modelo en el que la 
activación de p53 implica la degradación rápida de MDM2 en respuesta a estímulos de daño al 
ADN. La desestabilización de MDM2 requiere la actividad de quinasas dependientes de daño al 
ADN como ATM y la auto-ubiquitinación de MDM2. p53 es estable y transcripcionalmente activo 
cuando MDM2 es inestable, pero se desestabiliza e inactiva cuando la respuesta a daño se 
atenúa y MDM2 es estabilizado (Stommel & Wahl, 2004). 
Aunque MDM2 es el regulador de p53 más estudiado, estudios in vivo, mostraron que 
MDM4 (o MDMX) es otro inhibidor esencial de p53. De forma similar a lo que sucede con MDM2, 
la deficiencia de MDM4 causa letalidad embrionaria que es rescatada por la pérdida de p53 (Kruse 
& Gu, 2009; Toledo & Wahl, 2006). 
 
Figura 4. Esquema de la estabilización de p53. La estabilización de p53 inducida por 
estrés ocurre a través de numerosos mecanismos, muchos de los cuales actúan inhibiendo 
la capacidad de MDM2 de ubiquitinar p53. 
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2.3.2.3 -Relación funcional entre p53 y HEY1 
 
En un estudio a gran escala para buscar reguladores de p53, utilizando una matriz de 
20.000 ADNs complementarios (ADNc), se descubrió que HEY1 y HES1 modulaban positivamente 
la actividad transcripcional de p53 (Huang et al, 2004). El mecanismo de acción responsable de 
esta regulación fue atribuido a la represión transcripcional de MDM2 mediada por HEY1 y HES1, 
con el consecuente incremento en los niveles de p53 (Huang et al, 2004). El nuevo papel de HEY1 
y HES1 como reguladores de p53 fue validado en sistemas de desarrollo in vivo (como embriones 
de pollo o pez cebra) en los que la expresión ectópica de HEY1 y HES1 activaba p53 e inducía 
apoptosis, originando un fenotipo similar al causado por la sobre-expresión de p53 (Huang et al, 
2004). Estas proteínas pueden ser también relevantes para el desarrollo de cáncer, ya que la 
transformación oncogénica de fibroblastos primarios de ratón mediada por Ras y MYC es inhibida 
por la expresión de HEY1 y en menor medida de HES1, de una forma dependiente de p53 (Huang 
et al, 2004).  
Puesto que HEY1 y HES1 se encuentran entre las principales proteínas efectoras de la 
señalización por Notch, su papel como reguladoras de la actividad de p53 podría explicar la 
actividad supresora de tumores desarrollada por Notch en algunos tumores. El sarcoma de Ewing 
ha sido recientemente ligado a la supresión de la actividad de Notch y p53 (Ban et al, 2008). Estos 
tumores se caracterizan por una translocación cromosómica específica que origina la fusión del 
gen EWS a un oncogen ETS, generalmente FLI1, generando el factor de transcripción quimera 
EWS-FLI1. La mayoría de estos tumores retienen una forma silvestre de p53, la cual sin embargo 
apenas se expresa (Ban et al, 2008). El silenciamiento génico de EWS-FLI1 en líneas celulares 
procedentes de tumores de la familia del Sarcoma de Ewing (ESFT) originó un incremento en la 
expresión y actividad de p53 que resultó en una parada de ciclo. Un análisis de expresión génica 
realizado en estas líneas celulares mostró una inducción de HEY1 tras el silenciamiento génico de 
EWS-FLI1 (Ban et al, 2008). Este resultado concuerda con la baja detección de HEY1 en 59 
tumores de sarcoma de Ewing analizados. En las líneas celulares ESFT donde se observó la 
mayor inducción de HEY1 también se observó una inducción de la transcripción del ligando 
Jagged1 y una mayor activación del receptor NOTCH3. La inhibición de Jagged 1 y HEY mediante 
siRNAs específicos y la inhibición del procesamiento de NOTCH por distintos mecanismos inhibía 
la inducción de p53 tras el silenciamiento génico de EWS-FLI1 (Ban et al, 2008). Estos datos 
indican que la expresión sostenida de EWS-FLI1, requerida para la proliferación de tumores de 
sarcoma de Ewing, suprime la actividad de p53 a través de la inhibición de Jagged1 y en 
consecuencia la activación de la vía de señalización Notch. Este estudio apoya el papel de HEY1 
como un regulador positivo de la actividad de p53. 
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HEY1 es un represor de la actividad del AR y su localización está alterada en cáncer de 
próstata, así que nuestro objetivo inicial era estudiar el papel de HEY1 como represor del AR in 
vivo y elucidar los mecanismos que regulan su localización subcelular. La búsqueda de señales de 
localización subcelular nos llevó indirectamente a estudiar los efectos de un polimorfismo no 
sinónimo en el gen HEY1 humano en la actividad de HEY1 como correpresor del AR. El 
polimorfismo no sinónimo de único nucleótido (SNP) cambia un residuo leucina a metionina en la 
posición 94, situada dentro del dominio bHLH de la proteína. Los datos de frecuencia alélica para 
la SNP HEY1-Leu94Met (SNP ID rs11553421), obtenida por el Proyecto Internacional HapMap, 
indican que este polimorfismo está presente en aproximadamente el 1% de todas las poblaciones 
estudiadas (asiática, europea y africana). Recientemente se ha descrito que el polimorfismo 
Leu94Met (L94M) elimina la capacidad de HEY1 de reprimir el promotor del transportador de 
dopamina humano, aunque se desconocen los mecanismos responsables de este efecto y sus 
consecuencias fisiológicas (Fuke et al, 2005). En este trabajo demostramos que el polimorfismo 
L94M altera radicalmente la actividad de HEY1 como regulador del AR y de p53. Nuestros 
resultados han descubierto importantes diferencias en la acción biológica de HEY1 provocadas 
por el cambio L94M que sugieren que la presencia de esta variante polimórfica pudiera afectar 
tanto al riesgo de padecer cáncer como a la respuesta de los tumores al tratamiento 
anticanceroso. 
 




























































2. Estudiar los efectos del polimorfismo Leu94Met sobre la regulación de la 





3. Estudiar las respuestas celulares activadas por HEY1 y por la variante 
polimórfica HEY1-Leu94Met en células de osteosarcoma humano U2OS. 
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1-Reactivos y anticuerpos 
 
En los experimentos en los que se analizó la actividad del AR dependiente de ligando, las 
células fueron tratadas con 4,5a-Dihidrotestosterona 10-8M (DHT) (Sigma Aldrich). Como control 
en estos experimentos se utilizó el volumen equivalente de etanol (vehículo). En ensayos de 
estabilidad de proteínas, las células fueron tratadas con el inhibidor de la traducción 
cicloheximida (Chx) (Sigma). 
Todas las soluciones de lisis de proteínas fueron suplementadas con un cocktail de 
inhibidores de proteasas (Sigma) y en los ensayos de interacción además se utilizó un cocktail 
de inhibidores de fosfatasas serin/treonin fosfatasas y L-Isozimas de fosfatasas alcalinas (cocktail 
1 de Sigma) y un cocktail de inhibidores de tirosina fosfatasas y fosfatasas ácidas y alcalinas 
(cocktail 2 de Sigma).  
 
Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados para Western blot (WB) e inmunofluorescencia. 
 
ANTICUERPO   ORIGEN   PROVEEDOR 
 
Anti-FLAG-M2  Monoclonal de ratón  Sigma Aldrich 
Anti-p53 (DO-1)  Monoclonal de ratón  Santa Cruz Biotechnology 
Anti-V5    Monoclonal de ratón  Invitrogen 
Anti-p21 (C19)  Policlonal de cabra  Santa Cruz Biotechnology 
Anti-MDM2 (SMP14)  Monoclonal de ratón  Santa Cruz Biotechology 





2-Construcciones de vectores plasmídicos 
 
Los siguientes plásmidos han sido descritos previamente: pSG5-Flag-HEY1, GST-HEY1, 
pSG5-Flag-HEY2, GST-AR-AF1 (1-556), pSG5-AR (1-653), GST-SRC1-PAS-(1-450), pSG5-GAL4-
DBD, PSG5-GAL4-HEY1, TAT-GRE-E1B-LUC, pGL2-Lex-Gal-Luc y pSG5-Lex-VP16 (Belandia et 
al, 2005); p21-LUC, BAX-LUC, PIG3-LUC y pcDNA3-p53 (Llanos et al, 2006) y PIG3-del F y PIG3-
del A (Contente et al, 2002). 
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Tabla 2. Cebadores utilizados para la construcción de los vectores plasmídicos obtenidos 
en el laboratorio (en rojo se representan los nucleótidos mutados). 
 
Cebador     Secuencia 5´-3´ 
∆basic    GCCGAATTCCGAGACCGGATCAATAACAGTTTG 
HH-REV-XhoI   GCCCTCGAGTTAAAAAGCTCCGATCTCCGTCC 
Mut-NLS-dir   CAGATTTTGGCCAGAGCAAGAGGGGCAGGAATAATTGAGAAGCGC 
Mut-NLS-rev   GCGCTTCTCAATTATTCCTGCCCCTCTTGCTCTGGCCAAAATCTG 
NLS-Hey1-dir   TCGAGCAGATTTTGGCCAGAAAAAGACGGAGAGGAATAATTGAG 
NLS-Hey1-rev   AGCTCTCAATTATTCCTCTCCGTCTTTTTCTGGCCAAAATCTG 
mutNES-dir   CGTTATGCGAGCATCATTGAAGGAGCAGATGCCTCT 
    GACCCGGCTCGAGTTCGAGCGGTTTCGCATGCCAAC 
mutNES-rev   GTTGGCATGCGAAACCGCTCGAACTCGAACTCGAGCCGGGTC 
    AGAGGCATCTGCTCCTTCAATGATGCTCGCATAAGC 
NES dir   GTTGCGAGATCTCTGAGCATCATTG 
NES rev   GGAAGCAGCAGATCTTTAGAGATGCGAAAC 
Hey-SNP-Dir   GCTAGAAAAAGCCGAGATCATGCAGATGACCGTGGATCAC 
Hey-SNP-Rev   GTGATCCACGGTCATCTGCATGATCTCGGCTTTTTCTAGC 
HH-Dir-Eco   GCCGAATTCATGAAGCGAGCTCACCCCGAGTAC 
HH-Rev-BglII   GCCAGATCTTTAAAAAGCTCCGATCTCCG 
Hey2-93M-dir   GTTAGAAAAAGCTGAAATAATGCAAATGACAGTGGATCATTTG 
Hey2-93M-rev   CAAATGATCCACTGTCATTTGCATTATTTCAGCTTTTTCTAAC 
hHES1(long)-dir  GGCGAATTCCCAGCTGATATAATGGAGAAAAATTCC 
hHES1(long)-rev  GGCCTCGAGTCAGTTCCGCCACGGCCTCCACATGGAG 
hHEY1-Lenti.dir  CACCATGAAGCGAGCTCACCCCGAG 
hHEY1-Lenti.rev  AAAAGCTCCGATCTCCGTCCCC 
 
 
pSG5-Flag-HEY1 (62-304) o pSG5-Flag-HEY1∆basic: El ADN codificante de HEY1 (62-
304) fue obtenido por PCR a partir del plásmido pSG5-Flag-HEY1 utilizando los cebadores 
deltabasic y HH-REV-XhoI que introducen los sitios de restricción para las enzimas EcoRI en 
posición 5´ y XhoI en posición 3´. El producto de PCR digerido con dichas enzimas de restricción 
fue subclonado en el plásmido pSG5-Flag previamente digerido con las mismas enzimas. 
 
pSG5-Flag-HEY1-K51A/R53G/R51A o pSG5-Flag-HEY1-NLSmut: estas construcciones 
fueron generadas por mutagénesis dirigida utilizando como molde el plásmido pSG5-Flag-HEY1. 
Este plásmido fue amplificado con la enzima Pfu Turbo (Invitrogen) utilizando los cebadores Mut-
NLS-DIR y Mut-NLS-REV diseñados con las correspondientes mutaciones. Las condiciones de 
PCR utilizadas fueron las siguientes: 94ºC 2min; 17 ciclos (94ºC 1min, 55ºC 45seg y 68ºC 11min) 
y 68ºC 5min. Los productos de PCR fueron incubados con la enzima DpnI (Stratagene) para 
eliminar el ADN parental (metilado) y el ADN resultante fue transformado en la cepa DH5α de 
Escherichia coli (E. coli). 
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pEGFP-HEY1 (46-98) o pEGFP-NLS: 45µg de cada uno de los oligonucleótidos NLS-
Hey1-dir y NLS-Hey1-rev, que contienen dianas para las enzimas de restricción XhoI y HindIII 
respectivamente, fueron tratados con la enzima T4 polinucleótido quinasa (Promega) 30min a 
37ºC . Posteriormente fueron hervidos 5 minutos en un baño de agua y enfriados lentamente 
durante 3h para permitir su anillamiento. Los oligonucleótidos anillados digeridos con las enzimas 
XhoI y HindIII fueron subclonados en el vector pEGFP-C3 (Clontech, California, USA) previamente 
digerido. 
pSG5-Flag-HEY1-L144A/L150A/L154A o Flag-HEY1-NESmut: esta construcción fue 
obtenida por mutagénesis dirigida utilizando como molde el plásmido pSG5-HEY1 y los cebadores 
mutNES-dir y mutNESrev. 
pEGFP-HEY1(138-158) o pEGFP-HEY1-NES: La secuencia codificante de la región 138-
158 de HEY1 fue amplificada a partir del plásmido pSG5-Flag-HEY1 con los cebadores NES-dir y 
NES-rev, introduciendo ambos un sitio de restricción para la enzima BglII. El producto de PCR 
digerido con BglII fue sublonado en el vector pEGFP-C3 previamente digerido con BglII. 
pSG5-Flag-HEY1-L94M: Esta construcción fue generada por mutagénesis dirigida, como 
se describió previamente, utilizando como molde el plásmido pSG5-Flag-HEY1 y los cebadores 
Hey-SNP-Dir , Hey-SNP-Rev diseñados con la correspondiente mutación. 
pSG5-GAL4DBD-HEY1 y pSG5-GAL4DBD-L94M: El ADN codificante de HEY1 y HEY1-
L94M fue amplificado por PCR a partir del plásmido pSG5-Flag-HEY1 y pSG5-Flag-HEY1-L94M 
utilizando los cebadores HH-Dir-Eco y HH-Rev-BglII portadores de dianas para las enzimas de 
restricción EcoRI y BglII respectivamente. El producto de PCR digerido con dichas enzimas fue 
subclonado en el plásmido pSG5-GAL4-DBD previamente digerido. 
pGEX-6P1-GST-HEY1-L94M: El ADN codificante de HEY1-L94M fue aislado del plásmido 
pSG5-Flag-HEY1-L94M por digestión con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI e introducido 
por ligación en el plásmido pGEX-6P1 digerido previamente con las mismas enzimas de 
restricción. 
pSG5-Flag-HEY2-L93M: Esta construcción fue obtenida de la misma forma que pSG5-
Flag-HEY1, utilizando como molde el plásmido pSG5-Flag-HEY2 y los cebadores Hey2-93M-dir y 
Hey2-93M-rev. 
pSG5-Flag-HES1 y pGEX-6P1-GST-HES1: El ADN codificante de HES1 humano fue 
obtenido por PCR a partir de un ADNc amplificado de un clon IMAGE 796448 (AA459983) con los 
cebadores hHES1(long)-dir y hHES1(long)-rev introduciendo un sitio de restricción para la enzima 
EcoRI en posición 5´ y Xho I en posición 3´ respectivamente. Los productos de PCR digeridos y 
purificados fueron subclonados en los vectores de expresión pSG5-Flag y pGEX-6P1 previamente 
digeridos. 
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pSG5-Flag-HEY1-L94M-K51A/R53G/R51A o pSG5-Flag-L94M-NLSmut: Esta 
construcción fue obtenida de la misma forma que pSG5-Flag-HEY1-NLSmut utilizando como 
molde el plásmido pSG5-Flag-HEY1-L94M. 
pSG5-Flag-L94M (62-304) o pSG5-Flag-L94M∆basic: Esta construcción fue obtenida de 
la misma forma que pSG5-Flag-HEY1∆basic pero utilizando como molde el plásmido pSG5-Flag-
HEY1-L94M. 
pLenti4/TO/V5-HEY1 y pLenti4/TO/V5-L94M: Estas construcciones fueron obtenidas 
utilizando el kit Virapower T-REx Lentiviral Gateway Vector (Invitrogen). Los productos de PCR 
obtenidos a partir de los plásmidos pSG5-Flag-HEY1 y pSG5-Flag-HEY1-L94M utilizando los 
cebadores hHEY1-Lenti.dir y hHEY1-Lenti.rev, diseñados de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante, fueron subclonados en el vector pENTR/D-TOPO. Los plásmidos lentivirales fueron 
obtenidos por recombinación específica de sitio entre el plásmido pENTR/D-TOPO-HEY1 o 




3.1-Mantenimiento de cultivos celulares  
Las líneas celulares utilizadas, COS-1 (fibroblastos de mono), U2OS (células humanas de 
osteosarcoma), HCT116 (células humanas de carcinoma colorectal) y HCT116 p53 -/- fueron 
cultivadas en medio DMEM pH 7,35 suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco) 
inactivado a 56ºC durante 30minutos, 2mM de glutamina, 100U/ml de penicilina y 100ug/ml de 
estreptomicina. En los experimentos en que las células fueron tratadas con la hormona 
dihidrotestosterona (DHT), las células fueron cultivadas en medio suplementado con suero 
deplecionado de hormonas. Las células se mantuvieron a 37ºC en un incubador humidificado en 




Las células COS-1 fueron transfectadas utilizando el método de co-precipitación con fosfato 
cálcico (Chen & Okayama, 1987). Las restantes tipos celulares fueron transfectados con 
lipofectamina LTX (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En los ensayos de 
transactivación transitoria las células fueron sembradas 16h antes de la transfección en placas de 
24 pocillos, sembrando el número óptimo para cada tipo celular determinado previamente. Se 
transfectaron 100-200ng del gen reportero luciferasa y las cantidades indicadas en cada caso de 
los vectores de expresión. Como control interno de la eficiencia de transfección se transfectaron 
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2ng de un vector que contiene el gen reportero luciferasa de Renilla reniformis bajo el control de 
un promotor tk, sv40 o EF1α, dependiendo del experimento y del tipo celular. La cantidad de ADN 
total transfectado en todos los puntos de un experimento se igualó con el plásmido pSG5 vacío. A 
las 16h post-transfección las células fueron lavadas e incubadas durante 24h en medio con 
vehículo (etanol) o 10-8M de la hormona dihidrotestosterona (DHT) en aquellos ensayos en los que 
determinamos la actividad del promotor dependiente de ligando, o con medio fresco en los demás 
ensayos. Las actividades luciferasa y renilla se determinaron utilizando el kit “Dual Luciferase 
Reporter Assay System” (Promega) en un luminómetro GLOMAX (Promega). La actividad 
luciferasa se normalizó por la actividad renilla. Los resultados representados para cada punto 
experimental se refieren a la actividad luciferasa/renilla relativa a la actividad obtenida en las 
células transfectadas con el vector pSG5 vacío, es decir en ausencia de la proteína de interés 
cuya actividad sobre el promotor del gen reportero luciferasa queremos estudiar. En cada 
experimento se representa la media de dos o tres experimentos independientes realizados por 
duplicado más la desviación estandard. La significancia estadística se indica cuando se han 
realizado al menos tres experimentos independientes. Se obtuvo mediante el programa Microsoft 
Excel utilizando el two-tailed unpaired student t-test. Un asterisco (*) indica P <0,005 y el asterisco 
doble (**) indica P <0,001. Los datos no se consideran significativos cuando se obtiene un valor de 
P > 0,05. 
 
4-Bioquímica de proteínas 
 
4.1-Extracción de proteínas y Western blot 
 
Para obtener los extractos proteicos totales las células fueron lavadas con tampón fosfato salino 
(PBS) y posteriormente incubadas durante 20min en hielo con una solución de lisis. Se utilizaron 
distintas soluciones: 
Tampón de alta concentración salina: 0,4M KCl, 50mM de HEPES pH 7,5, 1% NP40, 10% glicerol. 
RIPA: 150mM de NaCl, 1% NP40, 0,5% deoxicolato sódico, 0,1% SDS, 50mM de TRIS-HCl pH 8. 
Solución Laemli: 50mM Tris-HCl pH6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 0,1% azul de bromofenol. 
Para separar los extractos nuclear y citoplasmático se utizaron los tampones del Kit NE-PER 
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (PIERCE). 
Todas las soluciones de lisis fueron suplementadas con un cocktail de inhibidores de proteasas 
(Sigma). 
Los lisados celulares se centrifugaron a 13.000rpm durante 15min a 4ºC y se cuantificaron usando 
el kit BCA Protein Assay (Pierce). Los extractos celulares se diluyeron a una concentración 1-
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2µg/µL en tampón Laemli, se hirvieron 5 minutos y se analizaron en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS). Posteriormente los geles se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa 0,3µm de poro (Pall Corporation) mediante electrotransferencia líquida a 100V a 4ºC 
durante 2h (tampón de transferencia: 39mM de glicina, 48mM Tris, 20% metanol). A continuación, 
las membranas se incubaron en solución de bloqueo (0,05% Tween-20, 5% leche desnatada en 
TBS) durante 1h a temperatura ambiente y posteriormente, toda la noche a 4ºC, con los 
anticuerpos primarios preparados en 0,05% Tween-20, 3% BSA (albúmina bovina de suero) en 
TBS. Se utilizó una dilución 1:1.000 para todos los anticuerpos descritos en la tabla 1 excepto 
para β-actina que fue preparado a 1:10.000. Tras tres lavados con tampón de lavado ( 0,05% 
Tween 20 en TBS), las membranas se incubaron 1h con los correspondientes anticuerpos 
secundarios conjugados con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) diluidos 1/10.000 en la 
misma solución que los anticuerpos primarios. Nuevamente se lavaron tres veces y mediante una 
reacción de quimioluminiscencia con el reactivo ECL (BIO-RAD) se detectaron las bandas por 
autorradiografía (Konica). 
 
4.2-Experimentos pull-down de GST 
 
Las proteínas fusionadas a GST fueron expresadas y purificadas en la cepa BL21 de E. coli. Las 
bacterias transformadas con el plásmido que codifica la proteína de fusión fueron crecidas toda la 
noche en agitación a 37ºC en medio LB (L-Broth) con ampicilina (100µg/mL). Los cultivos 
saturados fueron diluidos 1/10 con medio LB fresco y después de 1h de crecimiento incubados 
con Isopropyl ß-D-thiogalactosido (IPTG) a una concentración final de 0,5mM durante 3h para 
inducir la expresión de la proteína. Los pellets bacterianos obtenidos por centrifugación a 
4.000rpm durante 5min a 4ºC fueron resuspendidos en 5mL de la solución de lisis NETN (20mM 
Tris-HCl pH 8, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 0,5% NP40) suplementada con inhibidores de proteasas 
y fosfatasas. Posteriormente fueron lisados por sonicación y centrifugados a 9.000rpm durante 
7min a 4ºC. Los sobrenadantes obtenidos fueron incubados durante 1h a 4ºC con cuentas de 
gluthation sepharosa (Amershan), previamente equilibradas en NETN. Las cuentas fueron lavadas 
3 veces con el buffer NETN para eliminar la proteína no unida e incubadas durante 2h a 4ºC con 
los extractos totales de células COS-1 transfectadas con el vector de expresión para la proteína 
de interés y lisadas en el buffer NETN. Posteriormente lavamos las cuentas de gluthation 
sepharosa tres veces y resuspendimos en 100µL de tampón Laemli 2X. Las interacciones fueron 
visualizadas por Western blot. 
 
 





Las células transfectadas sobre cristales estériles de 12mm de diámetro colocados en placas de 
24 pocillos fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Se lavaron dos veces 
con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 0,1% en PBS durante 4 minutos en hielo. 
Posteriormente, se lavaron con PBS y se bloquearon con BSA 3% en PBS durante 30 minutos. Se 
incubaron con el anticuerpo anti-Flag de ratón a una dilución 1/500 preparada en solución de 
bloqueo durante 1h a temperatura ambiente. Después de 30 min de lavados con PBS se 
incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (Molecular Probes 
Invitrogen) a una dilución 1/1.000 durante 1hora y se lavaron nuevamente durante 30 minutos. Los 
núcleos fueron teñidos mediante incubación con DAPI 1µg/mL (Molecular Probes Invitrogen) 
durante 5min a temperatura ambiente. Las preparaciones se montaron en Prolong Gold (Molecular 
Probes Invitrogen) y se visualizaron usando un microscopio de fluorescencia Nikon 90i. 
 
5-Extracción de ARN total y análisis de expresión génica por PCR cuantitativa a 
tiempo real 
 
El ARN total fue obtenido con TRI-Reagent (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del 
fabricante y tratado con DNasa I (Invitrogen). El ADNc de cadena sencilla se obtuvo 
retrotranscribiendo 1µg de ARN con el Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche) 
usando oligodT como cebador.  
La PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) se realizó con el FastStart Universal SYBR Green 
Master (ROX) kit (Roche) en el termociclador Mx3005P (Stratagene). Las condiciones de la PCR 
fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalización inicial a 95ºC durante 10min seguido de 40 
ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 30 segundos y anillamiento y extensión a 60ºC durante 
1min. En todos los casos, al finalizar los ciclos de PCR se realizaron curvas de desnaturalización 
para confirmar la amplificación del fragmento adecuado y en las primeras PCRs para cada gen, 
los productos obtenidos se analizaron electroforéticamente para comprobar su tamaño. 
Los datos fueron analizados por el método de la cuantificación relativa por comparación de Ct 
(threshold cycle, umbral de detección establecido) “ΔΔCt”, que utiliza la siguiente fórmula: 
Cantidad relativa de ARNm respecto al calibrador= 2 EXP-(ΔΔCt), donde ΔΔCt= (ΔCt de la 
muestra calibradora-ΔCt de la muestra desconocida) y ΔCt = Ct del gen de interés – Ct del gen 
normalizador.  
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En los ensayos presentados en este trabajo, utlizamos como muestras calibradoras las muestras 
control y como muestras desconocidas las muestras procedentes de células tratadas con 
tetraciclina. Como gen normalizador utilizamos el gen constitutivo L19. 
La secuencia de los oligonucleótidos utilizados como cebadores se indica en la tabla 3. En todos 
los casos, los cebadores se diseñaron utilizando el programa Primer 3 y seleccionando el cebador 
directo y reverso en exones diferentes para evitar la amplificación de ADN genómico. 
 
Tabla 3. Secuencias de los oligonucleótidos utilizados como cebadores para la detección 
de los genes correspondientes por qRT-PCR.  
 
 
Gen    Cebador directo    Cebador reverso 
 
MDM2   TGTTGTGAAAGAAGCAGTAGCA  CCTGATCCAACCAATCACCTG 
14-3-3 sigma  AAGACAGCACCCTCATCATGC  GGCGTTGTCGGCCGT 
GADD45A  ACGAGGACGACGACAGAGAT  GCAGGATCCTTCCATTGAGA 
CDC25C  GCTCAAGTCTTCGCCTGTGT   AGCCAGAGCTTCCTTCCTCT 
CDC2   CCATACCCATTGACTAACTATGG  GGAACCCCTTCCTCTTCACT 
ciclina A2  GAAGTACCAGACTACCATGAG  CTTCAAACTTTGAGGCTAACA 
ciclina B1  AGAACCTGAGCCAGAACC   TTGCTCTTCCTCAAGTTGTC 
TOP2A  GATCCTGCCAAAACCAAGAA   GTACAGATTTTGCCCGAGGA 
Reprimo  GCAAACCTGTCGGAGTCAAT   CCCCGCATTCCAAGTAAGTA 
B99   AGCCCCTAGTGAGGCTCTTC   TCAGAGGCCTGCTTTCAGAT 
MCG10  TTTCTGGGTTATGGGAGCAG   TGGGGACTCCAGGATAACAG 
SKP2   TGAGCTGCTCTTGGGAATCT   AGCCAATGGTTGGTCCATAA 
FOXM1  GCTTGCCAGAGTCCTTTTTG   TCTCAAGCCTCCACCTGAGT 
CENPA  CTCCTGCACCCAGTGTTTCT   CCTTTGGAACGGTGTTGATT 
Survivina  AGCCCTTTCTCAAGGACCAC   CAGCTCCTTGAAGCAGAAGAA 
p21   CCTGTCACTGTCTTGTACCCT  GCGTTTGGAGTGGTAGAAATC 
NOTCH1  CAAGTTCTTGGTCCCTCCAG   CTTCAAACTTTGAGGCTAACA 
NOTCH2  AAAAAGGTTTGCCAAGCTCA   AGATGCTTTTTCCCCAGGAT 
NOTCH3  ATCTTGGGGGCCTAAAGAGA   GACTGAGAGGGTGGGTGGTA 
Jagged1  CGTAGTTCTACCGGCTTTGC   CAGTTCCAGCTTCACAGCAG 
HES1   CGGACATTCTGGAAATGACA   CATTGATCTGGGTCATGCAG 
RUNX2  CAGACCAGCAGCACTCCATA   CAGCGTCAACACCATCATTC 
Osterix  GCCAGAAGCTGTGAAACCTC   GCCAGAAGCTGTGAAACCTC 
Coronina 1B  GFGCCCACATAACGATCAGG   CACGATGCCGACTCTCTTTGA 
Rab13   TTGATTTCAAGATCCGCACTG  GGCAGTAGTTATTGTCTTGAACC 
GAP43  TCATAAGGCCGCAACCAAAAT  GCAACAGGGGCTTCATCCT 
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5-Ensayos con líneas celulares estables 
 
5.1-Generación de células U2OS que expresan HEY1 o L94M inducidos por tetraciclina. 
 
Los lentivirus que expresan HEY1 o HEY1-L94M se obtuvieron transfectando las contrucciones 
lentivirales pLenti4/TO/V5-HEY1 y pLenti4/TO/V5-HEY1-L94M en células 293FT utilizando el kit T-
REX Virapower (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células U2OS fueron 
co-infectadas con el lentivirus que contiene el ADN codificante del represor de tetraciclina y los 
lentivirus que contienen el ADN codificante de HEY1 o HEY1-L94M. La selección de las células 
co-infectadas se realizó mediante el tratamiento con zeocina (1.000µg/mL) y blasticidina (4µg/mL) 
durante dos semanas. Para inducir la expresión de HEY1 o HEY1-L94M las células fueron 
tratadas con tetraciclina 1µg/mL. Puesto que HEY1 es una diana de Notch y las células U2OS 
expresan tanto HEY1 como HES1, decidimos minimizar el contacto célula-célula para disminuir los 
niveles endógenos de estas proteínas y poder aislar mejor los efectos de la expresión de HEY1 y 
disminuir la variabilidad experimental. Por ello, en todos los ensayos (proliferación, análisis de 
expresión génica...) las células U2OS-HEY1 y U2OS-L94M fueron sembradas a baja densidad 
(10.000 célula/cm2). 
 
5.2-Ensayos de proliferación 
 
Las células U2OS parentales o U2OS con expresión de HEY1 o HEY1-L94M inducible por 
tetraciclina se sembraron a una dilución de 2.500 células/pocillo en placas de 96 pocillos. Después 
de 16h se añadió medio fresco o tetraciclina (1µg/mL). El número de células viables fue 
determinado a distintos tiempos utilizando el kit CellTiter One-Solution Cell Proliferation Assay 
(MTS) (Promega) y midiendo la absorbancia a 490nm. El medio o la tetraciclina se cambió cada 3 
días. Los resultados representan la media de dos experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado más la desviación estándar. 
Para suprimir la expresión de p53 se utilizó siRNA (RNA de interferencia pequeño) duplex 
específico para p53 (p53-F; 5´-GACUCCAGUGGUAAUCUACUU-3´, p53-R; 5´-
GUAGAUUACCACUGGAGUCUU-3´) y como control se utilizó el siControl ON-TARGETplus Non 
targeting pool (Dharmacon, Colorado, USA). Se sembraron 500.000 células en placas de 60mm 
de diámetro y 16 horas después se transfectaron los siRNAs a una concentración 100nM usando 
lipofectamina 2000 (Invitrogen). Después de 24h en cultivo con los siRNAs se tripsinizaron las 
células y se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 2.500 células/pocillo y el 
ensayo de proliferación se realizó como se describió previamente. 
                                                                                                                           Materiales y Métodos 
 36 
5.3-Análisis de ciclo celular: 
 
Se resuspendieron 500.000 células en 300 µL de PBS y se fijaron añadiendo 700µL de etanol 
100% frío gota a gota y con el tubo en movimiento mediante vortex. Se mantuvieron a 4ºC durante 
al menos 1h. Después de eliminar el etanol, se resuspendieron en 500µL de PBS con 20µg/mL 
RNasa A (Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 30 minutos a 37ºC. Se añadió ioduro de Propidio 
(20 µg/mL) y se analizaron usando un FACScan (BDBiosciences). El porcentaje de células en 
cada fase del ciclo celular fue calculado utilizando el programa Modfit LT (BD Bioscencens). 
 
5.4-Ensayos de citotoxicidad 
 
Las células U2OS-HEY1 o U2OS-L94M fueron sembradas a una dilución de 2.500 células/pocillo 
en placas de 96 pocillos. Después de 16h fueron tratadas con tetraciclina y a las 8h de tratamiento 
se añadieron distintas concentraciones de doxorubicina o cisplatino. A las 72h de tratamiento con 
ambas drogas se determinó la viabilidad celular utilizando el kit CellTiter One-Solution Assay. 
Cada punto experimental se analizó por cuadruplicado. 
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1-Regulación de la actividad del receptor de andrógenos por HEY1. 


















Datos previos de nuestro laboratorio habían demostrado que HEY1 reprime la 
transactivación mediada por el receptor de andrógenos en experimentos de transfección 
transitoria llevados a cabo en diferentes tipos celulares, y con varios genes reporteros 
dependientes de andrógenos (Belandia et al, 2005). El modelo celular utilizado inicialmente por la 
adecuación a las técnicas de transfección transitoria fueron las células COS-1. En estas células la 
co-transfección de HEY1 junto con el AR y un gen reportero luciferasa regulado por un elemento 
de respuesta a andrógenos (TAT-GRE-E1B-LUC) induce una represión de la actividad 
transcripcional dependiente de hormona mediada por el AR ((Belandia et al, 2005) y Fig. 1A). Con 
objetivo de estudiar la actividad de HEY1 sobre el AR endógeno, anteriormente se habían 
seleccionado varios clones de células LNCaP (modelo celular más ampliamente utilizado en el 
estudio de cáncer de próstata) que expresaban HEY1 establemente. Sin embargo HEY1 no 
Figura 1. HEY1 reprime la transactivación mediada por el receptor de andrógenos 
in vivo. Las células COS-1 o U2OS fueron co-transfectadas con 100ng del gen reportero 
TAT-GRE-E1B-LUC y 5ng del plásmido pTK-renilla, en combinación con 25ng del vector 
de expresión para AR (A y B) o AR(1-653) (C) y las cantidades crecientes indicadas del 
vector de expresión para HEY1. Después de la transfección las células fueron lavadas e 
incubadas 24h en presencia de vehículo o dihidrotestosterona (DHT). Los lisados 
celulares fueron analizados utilizando el sistema reportero luciferasa dual. La actividad 
(luciferasa/renilla) obtenida en cada una de las condiciones experimentales se expresa 
normalizada respecto a la actividad obtenida en las células transfectadas con el vector 
pSG5 vacío. Los resultados mostrados representan la media más la desviación estándar 
de los resultados de tres experimentos independientes realizados por duplicado. *, por el 
test de la t de student, el valor de P < 0,001 comparado con los valores control. 
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reprimía la actividad del receptor de andrógenos en respuesta a hormona, posiblemente porque al 
tratarse de una línea celular de origen metastásico las rutas de regulación de la actividad del AR 
estuviesen ya muy alteradas. Recientemente se ha descrito que la línea celular de osteosarcoma 
humano U2OS expresa unos niveles basales bajos de HEY1 endógeno, pero es capaz de inducir 
su expresión cuando se activa la vía Notch (Iso et al, 2001a). Además varios grupos han 
observado la expresión del AR en dicha línea celular (Wiren et al, 1997). Estas dos características 
indican que esta línea celular puede ser un modelo adecuado para estudiar la interacción funcional 
entre HEY1 y el AR. Por ello decidimos probar si el efecto inhibitorio de HEY1 también se 
observaba en esta línea celular. Como se puede observar en la figura 1B, la co-expresión de 
HEY1 con el AR también produce una fuerte represión de su actividad en presencia de hormona 
en forma dependiente de dosis. Para comprobar la existencia de un AR endógeno funcional en 
células U2OS, realizamos un análisis de genes regulados por el AR en respuesta al tratamiento 
con andrógenos mediante qRT-PCR y un ensayo de transfección transitoria con distintos genes 
reporteros de respuesta a andrógenos. Desafortunadamente, aunque detectamos expresión del 
AR a nivel de ARNm, no observamos ninguna inducción de sus genes diana, ni regulación de 
promotores de respuesta a andrógenos, limitando así el uso de esta línea celular a experimentos 
de transfección transitoria con genes reporteros dependientes de andrógenos. 
 
1.2-HEY1 reprime la función de activación 1 (AF1) del receptor de andrógenos. 
 
A diferencia de otros receptores nucleares donde el dominio AF2 C-terminal es 
funcionalmente el más determinante de la actividad transcripcional, en el AR el dominio de 
activación AF1 presente en el extremo N-terminal es el responsable de la mayor parte de su 
actividad transcripcional y el principal dominio de interacción con otros correguladores (McEwan, 
2004). En nuestro laboratorio se demostró que HEY1 interacciona directamente con el dominio 
AF1 pero no lo hace con el dominio AF2 y que la actividad transcripcional constitutiva de un 
mutante del AR carente del dominio AF2 (AR 1-653) es sensible a la represión por HEY1 
(Belandia et al, 2005). Como se muestra en la figura 1C la expresión de HEY1 reprime la actividad 
constitutiva del mutante de deleción del AR con un perfil de represión similar al observado sobre el 
AR completo. 
 
2-Mecanismos de regulación de la localización subcelular de HEY1. 
 
El transporte a través de la envuelta nuclear ocurre a través del complejo de poro nuclear 
(NPC). Aunque el diámetro interno del complejo de poro nuclear permite la difusión pasiva de 
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proteínas pequeñas (<60kDa), la mayoría de las proteínas con funciones nucleares parecen ser 
activamente transportadas dentro y fuera del núcleo. El transporte núcleo-citoplasma activo es un 
proceso dependiente del reconocimiento de secuencias señal dentro de la proteína por miembros 
de la familia de las importinas, también denominadas carioferinas o importinas/exportinas (Weis, 
2003). Aunque HEY1 tiene un tamaño adecuado para atravesar la envuelta nuclear por difusión 
pasiva, el hecho de que su localización esté alterada en muestras de tumores malignos de 
próstata sugiere que su distribución celular pueda estar regulada. 
Con objetivo de estudiar los mecanismos moleculares que regulan la localización 
subcelular de HEY1 utilizamos las bases de datos para la búsqueda de señales de localización 
nuclear (NLS) y de exportación nuclear (NES). 
 
2.1-Identificación de señales de localización nuclear (NLS). 
 
Utilizando la base de datos NLSdb (http://cubic.bioc.columbia.edu/db/NLSdb/) encontramos 
en la secuencia de HEY1 una NLS monopartita clásica potencial, 49-ARKRRRG-55, situada en el 
dominio básico de unión a DNA.  
Inicialmente generamos un mutante de deleción carente de los primeros 61 aminoácidos 
donde se sitúa la región básica, que denominamos HEY1-Δbasic, eliminando así la posible NLS 
(Fig. 2A). Comprobamos el tamaño y la expresión de la proteína por Western blot (Fig. 3B) y 
estudiamos cómo dicha deleción afectaba a la localización de HEY1 y a su actividad represora 
sobre el AR.  
La células COS-1 fueron transfectadas transitoriamente con la variante silvestre de HEY1 y 
con el mutante de deleción fusionados al epítopo flag y la localización de estas proteínas fue 
analizada por inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-flag. Mientras que HEY1 
presenta una localización claramente nuclear, HEY1-Δbasic se localiza mayoritariamente en el 
citoplasma y presenta un patrón de tinción punteado. Este resultado concuerda con la posible 
existencia de la NLS dentro de la región básica (Fig. 2B). 
Los ensayos de transfección transitoria, utilizando el gen reportero luciferasa TAT-GRE-
E1B-Luc de respuesta andrógenos, realizados en células U2OS y COS-1 (Fig. 2C) muestran que 
el dominio básico es esencial para la represión del AR mediada por HEY1, ya que la sobre-
expresión de HEY1-Δbasic no tiene ningún efecto sobre la actividad del AR en células U2OS y 
tiene un fuerte efecto positivo en células COS-1. 
 














Para confirmar la existencia de la NLS predicha por la base de datos dentro de la región 
básica de HEY1 utilizamos dos estrategias. Primeramente generamos una construcción de HEY1 
con tres residuos mutados dentro de la NLS putativa, en el contexto de la proteína completa 
(HEY1-K51A/R53G/R51A) (Fig. 3A). Analizamos la expresión de HEY1-NLSmut por Western blot 
(Fig. 3B) y mediante inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-flag examinamos su 
localización subcelular en células COS-1 transfectadas (Fig. 3C), observando que al mutar la NLS, 
HEY1 se distribuye mayoritariamente en el citoplasma. Posteriormente, para determinar si la NLS 
era suficiente para dirigir una proteína al núcleo fusionamos un fragmento de HEY1 de 13 
Figura 2. Efecto de la deleción de la región N terminal de HEY1 en su localización 
subcelular y su actividad reguladora de la actividad transcripcional de AR. (A) 
Esquema de la estructura del mutante de deleción generado, HEY1-Δbasic. (B) 
Inmunofluorescencia de células COS-1 transfectadas con 100ng de los vectores de 
expresión para Flag-HEY1 o Flag-HEY1-Δbasic. La primera columna muestra la 
inmunofluorescencia con anti-Flag (verde); la segunda columna muestra los núcleos 
marcados con DAPI (azul) y la tercera columna muestra la superposición de las dos 
imágenes anteriores indicando el grado de co-localización de la fluorescencia verde y azul. 
Barras blancas 20µm. (C) Las células U2OS o COS-1 fueron co-transfectadas con 100ng 
del gen reportero TAT-GRE-E1B-LUC en combinación con 25ng del vector de expresión 
para AR y las cantidades indicadas de los vectores de expresión para HEY1 o HEY1-
Δbasic. Los resultados obtenidos en cada una de las condiciones experimentales se 
expresan normalizados respecto a la actividad obtenida en las células transfectadas con el 
vector pSG5 vacío y representan la media más la desviación estándar de los resultados de 
dos experimentos independientes realizados por duplicado. 
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aminoácidos (46-58) conteniendo la NLS a la proteína verde fluorescente potenciada (EGFP) (Fig. 
3A). Examinamos la localización subcelular de la proteína de fusión en comparación a la EGFP 
sola transfectando ambas construcciones en células COS-1. Por inmunofluorescencia directa 
observamos que mientras que la EGFP sola se distribuye entre núcleo y citoplasma siendo 
mayoritaria su presencia en el citoplasma, la fusión de la NLS cambia este patrón siendo la 
localización de la EGFP predominante en el núcleo (Fig. 3C). En conjunto estos resultados apoyan 













Figura 3. Estudio de la NLS putativa situada en la región básica de HEY1. (A) 
Esquema de las construcciones HEY1-NLSmut y EGFP-NLS. (B) Análisis de expresión de 
las proteínas HEY1, HEY1-Δbasic y HEY1-NLSmut fusionadas al epítopo flag mediante 
Western blot (WB), utilizando β-actina como control de carga. (C) Análisis de la localización 
subcelular de las proteínas indicadas por inmunofluorescencia como se describió 
previamente. Barras blancas 20µm. (D) Determinación de actividad luciferasa en células 
U2OS co-transfectadas con 100ng del gen reportero TAT-GRE-E1B-LUC en combinación 
con 25ng del vector de expresión para AR y las cantidades indicadas de los vectores de 
expresión para HEY1 o HEY1-NLSmut. Los resultados se expresan normalizados respecto 
a la actividad obtenida en las células transfectadas con el vector pSG5 vacío y representan 
la media más la desviación estándar de los resultados de dos experimentos independientes 
realizados por duplicado. *, por el test de la t de student, el valor de P < 0,001 comparado 
con los valores control. **, por el test de la t de student, el valor de P < 0,005 comparado 
con los valores control. 
 




Para determinar cómo la mutación de la NLS que altera la localización de HEY1 afectaba a 
su capacidad de reprimir la actividad transcripcional del AR realizamos un ensayo de transfección 
transitoria en células U2OS como el utilizado con el mutante HEY1-Δbasic. En la figura 3D se 
muestra que la variante HEY1-NLSmut no sólo pierde su capacidad represora sino que tiene un 
efecto positivo sobre la actividad del AR dependiente de dosis que coincide con lo observado en 
células COS-1 al transfectar HEY1-Δbasic. 
 








Las señales de exportación nuclear (NES) se ajustan menos que las NLS a una secuencia 
consenso lo que dificulta enormemente su identificación. Las señales conocidas hasta la fecha 
son secuencias ricas en residuos leucina y en su mayoría son reconocidas por la exportina CMR1. 
Figura 4. Identificación de señales de exportación nuclear dentro de la 
secuencia de HEY1. Se representa el diagrama obtenido al introducir la secuencia 
de HEY1 en el método de predicción NetNES y la estructura de HEY1 indicando la 
posición de las 2 regiones con homología a NES resultantes del análisis (línea 
naranja). Dentro de la región con homología a NES situada dentro del dominio HLH 
se indica la existencia de un polimorfismo natural. 
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Dada la importancia de las leucinas para la funcionalidad de estas señales, el principal método 
utilizado para abordar el estudio de NES potenciales consiste en un análisis mutacional de estos 
residuos (la Cour et al, 2003). Para buscar posibles NES dentro de la secuencia de HEY1 
utilizamos el método de predicción NetNES (http://www.cbs.dtu.dk/ ) construido en base a las NES 
ricas en leucina validadas experimentalmente utilizando las herramientas bioinformáticas (la Cour 
et al, 2003). Al introducir la secuencia de HEY el método predice dos regiones ricas en leucina con 
algún grado de homología con NES, una situada dentro del dominio Orange (aminoácidos 138-
158) y otra región con menor homología dentro del dominio HLH (aminoácidos 88-104) (Fig. 4). 
 












Figura 5. Estudio de la NES putativa HEY1 (138-158). (A) Esquema de las 
contrucciones generadas. (B) Análisis de localización subcelular mediante 
inmunofluorescencia de células COS-1 transfectadas con los vectores de expresión para 
las proteínas indicadas. Barras blancas 20µm. (C) Determinación de actividad luciferasa 
en células COS-1 co-transfectadas con 100ng del gen reportero TAT-GRE-E1B-LUC en 
combinación con 25ng del vector de expresión para AR y las cantidades indicadas de los 
vectores de expresión para HEY1 o HEY1-NESmut. La actividad (luciferasa/renilla) 
obtenida en cada una de las condiciones experimentales se expresa normalizada 
respecto a la actividad obtenida en las células transfectadas con el vector pSG5 vacío. 
Los resultados mostrados representan la media más la desviación estándar de los 
resultados de dos experimentos independientes realizados por duplicado. 
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El fragmento 138-158, que sigue un patrón de secuencia (LX(5)LX(5)LX(3)LX(3)L) fue 
fusionado a EGFP (Fig. 5A) para determinar mediante inmunofluorescencia directa de células 
COS-1 transfectadas, si se comportaba como una señal de exportación nuclear. La figura 5B 
muestra como la proteína de fusión está completamente excluida del núcleo en comparación con 
la EGFP sola, sugiriendo que esta región está implicada en la exportación nuclear. 
En experimentos de inmunofluorescencia indirecta en células COS-1 tranfectadas HEY1 se 
visualiza como proteína nuclear. Por ello el cambio en HEY1 silvestre de leucina a alanina en las 
posiciones 144, 150 y 154 de la posible NES no afectó a su localización subcelular (Fig. 5B). Sin 
embargo el triple mutante fue incapaz de reprimir la actividad transcripcional del AR en ensayos 
de transfección transitoria realizados en células COS-1 (Fig. 5C), indicando que las mutaciones 
pueden afectar a otras funciones del dominio orange que son necesarias para que el AR se 
comporte como un correpresor. 
 
2.2.2-Análisis de la secuencia con homología a NES dentro del dominio HLH. 
 
La región con homología a NES dentro del dominio HLH presenta 4 residuos leucina 
candidatos para una análisis mutacional. Casualmente en la posición 94 está descrito un 
polimorfismo de un solo nucleótido no sinónimo que cambia un residuo leucina evolutivamente 
conservado a metionina (L94M, SNP ID rs11553421). En base a esto seleccionamos este residuo 
como candidato inicial para el análisis mutacional de esta región con homología a NES.  
Generamos la variante polimórfica HEY1-L94M por mutagénesis dirigida de sitio (Fig. 6A), 
comprobamos la expresión de la nueva construcción mediante Western blot en células 
transfectadas (Fig. 7A) y a continuación analizamos cómo el cambio leucina-metionina afectaba a 
la localización subcelular de HEY1. La inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-flag 
realizada en células COS-1 transfectadas con la variante silvestre y la variante polimórfica, no 
muestra diferencias en la localización subcelular de ambas formas (Fig. 6B). 
En nuestro laboratorio se había demostrado previamente que el dominio HLH era 
importante para la actividad represora de HEY1 sobre el AR (Belandia et al, 2005). Por ello nos 
pareció interesante estudiar cómo afectaba el polimorfismo a la regulación de la actividad 
transcripcional del AR mediada por HEY1. Los ensayos de trasfección transitoria realizados en 
células COS-1 y U2OS (Fig. 6C), mostraron que la variante L94M no sólo no reducía la activación 
mediada por AR del gen reportero luciferasa de respuesta a andrógenos utilizado, sino que 
aumentaba ésta de 10 a 12 veces en células COS-1 y dos veces en células U2OS. Además 
observamos que el cambio de leucina a metionina también anulaba la represión mediada por 
HEY1 sobre la forma constitutivamente activa del AR (AR 1-653) (Fig. 6C). De estos ensayos 
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podemos concluir que el cambio leucina-metionina en la posición 94 convierte a HEY1 de un 













3-Caracterización de la variante polimórfica HEY1-L94M. 
 
3.1-Efecto del polimorfismo L94M en los niveles de expresión de HEY1. 
Inicialmente realizamos un Western blot con extractos obtenidos de células COS-1 
transfectadas con la variante silvestre y la variante polimórfica de HEY1, utilizando solución de 
Figura 6. Efecto del polimorfismo L94M en la localización subcelular de HEY1 y en su 
regulación de la actividad transcripcional de AR. (A) Esquema de la construcción HEY1-
L94M. B) Análisis de localización subcelular mediante inmunofluorescencia de células COS-1 
transfectadas con los vectores de expresión para Flag-HEY1 o Flag-HEY1-L94M. Barras 
blancas 20µm. (C) Determinación de actividad luciferasa en células COS-1 o U2OS co-
transfectadas con 100ng del gen reportero TAT-GRE-E1B-LUC en combinación con 25ng del 
vector de expresión para AR o AR(1-653) y las cantidades indicadas de los vectores de 
expresión para HEY1 o HEY1-L94M. La actividad (luciferasa/renilla) obtenida en cada una de 
las condiciones experimentales se expresa normalizada respecto a la actividad obtenida en 
las células transfectadas con el vector pSG5 vacío. Los resultados mostrados representan la 
media más la desviación estándar de los resultados de dos o tres experimentos 
independientes realizados por duplicado. *Por el test de la t de student P <0,001 comparado 
con los valores para los controles. **Por el test de la t de student P<0,005 comparado con los 
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lisis de alta concentración salina. En este Western blot se observa que la variante HEY1-L94M se 
detecta en menor medida que HEY1 (Fig. 7A). Esto no parece deberse a una expresión diferencial 
de ambas variantes sino a una diferencia de solubilidad en distintas soluciones. En la figura 7B se 
muestra un Western blot de extractos obtenidos con una solución de extracción nuclear en la que 
HEY1-L94M también se detecta menos pero cuando visualizamos extractos obtenidos lisando las 










No hay estudios previos que indiquen cuál es la vida media de HEY1. La proteína HES1, 
perteneciente a la misma familia que HEY1, presenta una vida media muy corta de 22 minutos y 
su expresión oscila en ciclos de dos horas en distintas líneas celulares después del tratamiento 
con suero (Hirata et al, 2002). En base a esto analizamos la estabilidad de ambas variantes a 
tiempos cortos inhibiendo la traducción de proteínas con cicloheximida en las células 
transfectadas. Visualizamos los extractos proteicos totales por Western blot y comprobamos que 
Figura 7. Análisis de los niveles de 
expresión de HEY1 y la variante 
polimórfica HEY1-L94M. Los extractos 
de células COS-1 transfectadas 
obtenidos con solución de alta 
concentración salina (A), solución de 
extracción nuclear (B) y solución 
Laemmli (C) fueron visualizados 
mediante Western blot con el anticuerpo 
anti-Flag utilizando β-actina o β-catenina 
como control de carga. 
 
Figura 8. La SNP L94M no altera la 
estabilidad de HEY1 a tiempos cortos. Las 
células COS-1 transfectadas con los vectores 
de expresión para Flag-HEY1 o Flag-L94M 
fueron tratadas con cicloheximida (10µg/mL) y 
recogidas a los tiempos indicados para 
estudiar su estabilidad. Los extractos totales 
fueron analizados mediante Western blot con 
el anticuerpo anti-flag utilizando β-actina como 
control de carga. 
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la estabilidad de ambas variantes de HEY1 no presentaba diferencias significativas en los tiempos 
estudiados (Fig. 8) 
 
3.3-La variante HEY1-L94M mantiene la capacidad represora intrínseca. 
 
La actividad represora transcripcional de HEY1 reside, al menos en parte, en su dominio 
bHLH que tiene la capacidad de reclutar directamente a otros correpresores como Sin3A y NCOR 
(Iso et al, 2001b). Puesto que el dominio afectado por el polimorfismo es la región bHLH, 
decidimos comprobar si la pérdida de la represión sobre la actividad del AR era debida a un efecto 
directo sobre la actividad represora intrínseca de HEY1. Para ello estudiamos la capacidad de 
HEY1-L94M de reprimir en trans la actividad de un potente activador transcripcional, VP16 
(proteína viral 16 del virus Herpex Simplex), en un ensayo de trans-represión. Co-transfectamos 
un gen reportero luciferasa con 7 elementos de unión a LexA y 5 a Gal4, el factor de transcripción 
VP16 fusionado al dominio de unión al ADN de LexA (LexA-VP16), responsable de la activación 
del gen reportero, y HEY1 o HEY1-L94M fusionados al dominio de unión al ADN de GAL4 (GAL4-
DBD) y comprobamos que tanto HEY1 como HEY1 L94M reducían la actividad luciferasa inducida 
por LexA-VP16 (Fig. 9). Este resultado indica que la actividad represora intrínseca de HEY1 no se 






Figura 9. HEY1-L94M es un 
represor transcripcional. Las 
células COS-1 fueron co-
transfectadas con 100ng del gen 
reportero pGL2-Lex-Gal-LUC y 
100ng de los vectores de expresión 
para LEXA-VP16 y las proteínas 
fusionadas al dominio GAL4-DBD 
indicadas. Los resultados se 
expresan normalizados respecto a la 
actividad luciferasa obtenida en  
presencia de LexA-VP16 y el 
dominio GAL4-DBD y representan la 
media más la desviación estándar de 
al menos tres experimentos 
independientes realizados por 
duplicado. ∗ p< 0,001 comparado 
con el valor control (test de t de 
Student). 
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HEY1 interacciona directamente con el dominio AF1 del AR y el dominio bHLH-PAS de 
SRC1 y dicha interacción requiere varios dominios de HEY1 incluyendo la región que contiene al 
residuo 94 (Belandia et al, 2005). Para determinar si el polimorfismo L94M afectaba a las 
interacciones proteína-proteína entre HEY1 y SRC1 o HEY1 y el AR, expresamos en bacterias el 
dominio AF1 del AR y el dominio bHLH-PAS de SRC1 fusionados a GST (GST-AF1 y GST-PAS 
respectivamente) y realizamos ensayos de GST pull-down. La variante silvestre de HEY1 y la 
variante polimórfica HEY1-L94M expresadas en células COS-1 presentan una débil interacción 
con GST-AF1 y una interacción más fuerte con GST-PAS pero ambas variantes interaccionan de 
forma similar (Fig. 10). 
 
3.5-Efecto del polimorfismo L94M en la formación de homodímeros o heterodímeros 
con otras proteínas bHLH. 
 
El residuo L94 se localiza al comienzo de la hélice 2 dentro del dominio HLH. Este dominio 
presenta una alta homología en todos los miembros de la familia de represores transcripcionales 
bHLH-Orange y está implicado en la homo o heterodimerización de estas proteínas (Davis & 
Turner, 2001). Mediante un alineamiento de secuencias de aminoácidos del dominio HLH 
utilizando el método ClustalW2, observamos que el residuo L94 está conservado en todos los 
miembros de la subfamilia Hey y la subfamilia Hes y en otros factores de transcripción menos 
relacionados de la familia bHLH como el factor X asociado a Myc (MAX) (Fig. 11A). El alto grado 
de conservación sugiere que este residuo leucina debe ser importante para la función del dominio 
HLH en todos los miembros de la familia. 
 
Figura 10. El polimorfismo no altera la 
interacción de HEY1 con el dominio AF1 del 
AR y el dominio bHLH-PAS de SRC1. Los 
extractos totales de células COS-1 transfectadas 
con los vectores de expresión para Flag-HEY1 o 
Flag-L94M fueron incubados con las proteínas 
GST, GST-AR-AF1(1-556) (GST-AF1) y GST-
SRC1-bHLH-PAS (1-450) (GST-PAS) unidas a 
cuentas de glutation-sepharosa. Las 
interacciones fueron visualizadas en un WB con 
el anticuerpo anti-flag. 
 













Datos previos de nuestro laboratorio muestran que HEY2 también es capaz de reprimir la 
actividad transcripcional dependiente de hormona del AR (Belandia et al, 2005). HEY2 posee el 
residuo equivalente al residuo L94 de HEY1 desplazado a la posición 93. Para comprobar si el 
cambio radical en la actividad de HEY1 se debía a un cambio en la estructura de este dominio que 
pudiera trasladarse a una proteína homóloga como HEY2, generamos por mutagénesis dirigida la 
variante HEY2-L93M. En ensayos de transfección transitoria en células COS-1 y U2OS como los 
mostrados anteriormente comprobamos que al igual que en el caso de HEY1-L94M, este cambio 
hace que HEY2 se comporte como un activador transcripcional de la actividad dependiente de 
hormona del AR (Fig. 11B). 
Figura 11. El residuo L94 de HEY1, altamente conservado en la familia bHLH-Orange, 
es importante para la función del dominio HLH. (A) Las secuencias de los dominios HLH 
de HEY1, HEY2, HEYL, HES1 y MAX fueron alineadas utilizando el ClustalW2 y formateadas 
con el BOXSHADE. Los aminoácidos idénticos se representan en negro y los residuos 
conservados en gris. El asterisco indica el residuo leucina conservado en la posición 94 de 
HEY1 que está cambiado por el polimorfismo L94M. (B) Determinación de la actividad 
luciferasa en células COS-1 y U2OS co-transfectadas con 100ng del gen reportero luciferasa 
TAT-GRE-1B-LUC y 25ng del vector de expresión para AR en combinación con las 
cantidades indicadas de los vectores de expresión para HEY2 o HEY2-L93M. Los resultados 
se muestran normalizados respecto a la actividad luciferasa obtenida en las células 
transfectadas con el vector vacío y representan la media más la desviación estándar de dos 
experimentos independientes realizados por duplicado. 
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La estructura tridimensional del dominio bHLH homodimérico del factor de transcripción 
MAX formando complejo con el ADN fue determinada por cristalografía de rayos X (Ferre-D'Amare 
et al, 1993). Para analizar la distribución de nuestro residuo de interés en esta estructura dimérica 
utilizamos el programa de visualización y análisis de estructuras macromoleculares Polyview 3D 
(http://polyview.cchmc.org/polyview3d.html). En la figura 12 se observa que el residuo leucina 
conservado, situado en la hélice 2, está expuesto en la superficie de la hélice orientada hacia el 
residuo de leucina equivalente situado en el monómero MAX opuesto. Esto sugiere que cualquier 
alteración de este residuo podría afectar a la especificidad de interacción entre proteínas bHLH. 
 
   
 
Se ha descrito que HEY1 es capaz de homodimerizar o heterodimerizar con miembros de 
su misma subfamilia como HEY2 o con miembros de distintas subfamilias como HES1 (Iso et al, 
2001b; Leimeister et al, 2000). En base a esto pensamos que la alteración del residuo L94 
estudiado podría afectar a la capacidad de homo- o heterodimerizar de HEY1 alterando así su 
funcionalidad. Las células U2OS no expresan niveles detectables de HEY2 pero sí expresan 
HES1 (Iso et al, 2001a). Por ello decidimos estudiar si el polimorfismo afectaba a la interacción de 
HEY1 con HES1 pudiendo explicar su efecto funcional sobre la actividad del AR. 
Con este objetivo realizamos diversos ensayos de GST pull-down. En la figura 13 C se 
muestra la expresión de las proteínas fusionadas a GST utilizadas. En estos ensayos observamos 
que GST-HEY1 interaccionaba in vitro con HEY1 y HEY1-L94M expresados en células de forma 
similar, pero en las mismas condiciones experimentales la interacción con HES1 era débil (Fig. 
13A, panel superior). En un ensayo realizado en paralelo con la variante HEY1-L94M fusionada a 
GST (Fig. 13A, panel intermedio), se reproducía la fuerte interacción entre HEY1 y HEY1-L94M, 
sin embargo la heterodimerización de HEY1-L94M con HES1 estaba altamente favorecida y la 
interacción entre dos monómeros HEY1-L94M era débil. La mayor capacidad de interacción con 
HES1 presentada por la variante polimórfica en comparación a la variante silvestre de HEY1 fue 
comprobada en un pull-down reverso utilizando la proteína HES1 fusionada a GST (Fig. 13A, 
panel inferior). Por otro lado para estudiar si el polimorfismo también favorecía la interacción con 
Figura 12. Estructura tridimensional del 
dominio bHLH homodimérico del factor 
de transcripción MAX acomplejado con el 
ADN. Cada dominio monomérico bHLH está 
representado en un color y dentro de la 
hélice 2 de cada monómero el residuo 
leucina correspondiente al polimorfismo en 
HEY1 está representado en color rojo. 
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otras proteínas bHLH realizamos un GST pull-down incubando la proteína HEY2 sobre-expresada 
en células COS-1 con HEY1 o HEY1-L94M fusionadas a GST. La figura 13B muestra que el 
polimorfismo L94M también favorece la interacción de HEY1 con HEY2. Estos datos apoyan la 
idea de que los cambios ocasionados por el polimorfismo en la función de HEY1 como modulador 
de la actividad transcripcional de AR pueden ser debidos a cambios en las interacciones 












Figura 13. La SNP L94M favorece la formación de heterodímeros con HES1 y 
HEY2. (A) Los extractos totales de células COS-1, previamente transfectadas con 
vectores de expresión para las proteínas HEY1, L94M o HES1 fusionadas el epítopo 
FLAG , fueron incubados con la proteína GST o las proteínas HEY1, L94M o HES1 
fusionadas a GST. (B) Los extractos totales de células COS-1 transfectadas con el 
vector de expresión para Flag-HEY2 fueron incubadas con la proteína GST o las 
proteínas HEY1 o L94M fusionadas a GST. Todas las proteínas GST fueron acopladas 
a cuentas de glutation-sepharosa y las proteínas del extracto celular retenidas 
finalmente fueron visualizadas por Western blot utilizando el anticuerpo anti-Flag. (C) 
Las proteínas GST utilizadas en estos ensayos se muestran en un gel teñido con 
solución Coomassie. 
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Las células U2OS presentan altos niveles de HES1 y la variante HEY1-L94M, que regula 
positivamente la actividad transcripcional del AR, presenta una fuerte interacción con HES1, a 
diferencia de la observada por HEY1 silvestre. En base a esto y a la existencia de una alta 
homología entre HEY1 y HES1 nos propusimos estudiar si HES1 tenía alguna relación funcional 
directa con el AR. Con este objetivo realizamos un GST-pull down para analizar la interacción 
entre la proteína HES1 sobre-expresada en células COS1 y el dominio AF1 del AR o el domino 
bHLH-PAS de SRC1 fusionados a GST. En la figura 14 se observa una débil interacción con el 
dominio AF1 y una interacción más fuerte con el dominio bHLH-PAS, al igual que sucedía con 
HEY1. Experimentos de transfección transitoria también sugieren que HES1 reprime la actividad 
transcripcional del AR en respuesta a hormona (datos no mostrados) pero los promotores que 
controlan la expresión de la renilla utilizada como control interno de la transfección también son 






3.6-El efecto positivo del polimorfismo L94M sobre la actividad transcripcional del 
AR no requiere su localización nuclear. 
 
La variante HEY1-L94M presenta localización nuclear y mantiene su actividad represora 
transcripcional intrínseca. Esto sugiere que su regulación positiva de la actividad transcripcional 
del AR es indirecta. Anteriormente comprobamos que la exclusión nuclear de HEY1 también tenía 
un efecto positivo sobre la actividad del AR (Fig. 2C y Fig. 3D). 
En base a ello pensamos que la localización citoplasmática de la variante L94M no debería 
afectar a la coactivación del AR. Para estudiar esto, generamos las variantes L94M-Δbasic y 
L94M-NLSmut comprobando su expresión mediante Western blot (Fig. 15A). Como esperábamos 
ambas variantes presentan localización mayoritariamente citoplasmática (Fig. 15B) y una 
Fig.14. HES1 interacciona con el 
dominio AF1 de AR y con el 
dominio bHLH-PAS de SRC1. 
Los extractos totales de células 
COS-1 transfectadas con el vector 
de expresión para el plásmido 
Flag-HES1 fueron incubados con 
las proteínas fusionadas a GST 
indicadas en la figura. Las 
interacciones fueron visualizadas 
en un Western blot utilizando el 
anticuerpo anti-Flag. 
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4-Regulación de la actividad del supresor tumoral p53 por HEY1. 
4.1-Caracterización de la regulación de la actividad transcripcional de p53 mediada 
por HEY1. 
 
Figura 15. La coactivación de la actividad transcripcional de AR mediada por HEY1-
L94M no requiere su localización nuclear. (A) Análisis de la expresión de las 
construcciones L94M-Δbasic y L94M-NLSmut mediante Western blot de células COS-1 
transfectadas, utilizando β-actina como control de carga. (B) Análisis de la localización 
subcelular de L94M-Δbasic y L94M-NLSmut por inmunofluorescencia. Barras blancas 
20µm. (C) Determinación de la actividad luciferasa en células COS-1 o U2OS co-
transfectadas con 100ng del gen reportero luciferasa TAT-GRE-E1B-LUC y 25ng del 
vector de expresión para AR en combinación con las cantidades indicadas de los 
vectores de expresión para HEY1-L94M, HEY-L94M-Δbasic o HEY-L94M-NLSmut. Los 
resultados se muestran normalizados respecto a la actividad luciferasa obtenida en las 
células transfectadas con el vector vacío y representan la media más la desviación 
estándar de dos experimentos independientes realizados por duplicado. 
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La transfección de HEY1 aumenta la actividad transcripcional de p53 sobre un gen 
reportero luciferasa artificial contruido con 14 elementos de respuesta a p53 dispuestos en tándem 
(Huang et al, 2004). Nosotros nos propusimos estudiar el efecto de la expresión de HEY1 en la 
modulación de la actividad de p53 sobre promotores naturales de respuesta a p53 en células 
U2OS, que expresan p53 silvestre. En la figura 16 se muestra como HEY1 aumenta 
moderadamente la actividad de los genes reporteros p21-Luc y BAX-Luc (1,5-2 veces) pero 
aumenta más de 12 veces la actividad del gen reportero PIG3 (gen 3 inducible por p53)-Luc. 
Debido a la alta inducción de la actividad de PIG3-Luc mediada por HEY1, seleccionamos este 
gen reportero para un estudio más detallado de la regulación de la actividad transcripcional de p53 
por HEY1.  
 
4.1.2-La activación del promotor PIG3 mediada por HEY1 es dependiente de p53. 
 
Con objeto de estudiar si el efecto positivo de HEY1 sobre el promotor PIG3 era 
dependiente de p53, llevamos a cabo varios ensayos de co-transfección de HEY1 con el gen 
reportero PIG3-Luc en condiciones en las que la actividad de p53 estaba desfavorecida por 
distintos mecanismos. 
Primeramente observamos que la co-transfección de un vector de expresión para la 
oncoproteína E6, que induce la degradación proteasómica de p53, eliminaba la regulación positiva 
de PIG3-Luc obtenida en presencia de HEY (Fig. 17A). Por otro lado se realizó un ensayo similar 
en las células isogénicas HCT116 p53 - /- y p53 +/+  que son genéticamente idénticas excepto para 
el estatus de p53. La sobre-expresión de HEY1 incrementó enormemente la actividad del gen 
reportero PIG3-Luc en las células HCT116 p53 +/+ pero sólo originó un pequeño incremento en las 
Figura 16. HEY1 aumenta la actividad de 
genes reporteros naturales de respuesta 
a p53. Las células U2OS fueron co-
transfectadas con 100ng del gen reportero 
luciferasa indicado y 200ng del vector de 
expresión para HEY1 (+) o del mismo vector 
vacío (-). Los resultados fueron normalizados 
respecto a la actividad luciferasa del gen 
reportero utilizado en cada caso en 
presencia de vector vacío y representan la 
media más la desviación estándar de dos 
experimentos independientes. 
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células deficientes para p53. Sin embargo la expresión de p53 en células HCT116 p53 -/-  
aumentaba más de 25 veces la actividad del gen reportero PIG3-Luc y la expresión de HEY1 
















El promotor del gen PIG3 presenta dos regiones de unión a p53: una secuencia consenso 
de respuesta a p53 situada aguas arriba del sitio de iniciación de la transcripción (-328/-309) y una 
Figura 17. HEY1 aumenta la actividad del promotor PIG3 en un modo dependiente de 
p53. A) La degradación de p53 por E6 elimina la activación del gen reportero PIG3-Luc 
mediada por HEY1. Las células U2OS fueron co-transfectadas con 200ng del gen reportero 
PIG3-Luc y 200ng de los vectores de expresión para E6 o HEY1. B) El efecto positivo de 
HEY1 sobre el promotor PIG3 depende del estatus de p53. Las células HCT116 p53+/+ y p53 -/- 
fueron co-transfectadas con el gen reportero PIG3-Luc y los vectores de expresión para HEY1 
(200ng) o p53 (5ng) como se indica. C) La deleción de los sitios de unión a p53 en el 
promotor de PIG3 disminuye el efecto positivo de HEY1 sobre el gen reportero PIG3-Luc. A la 
izquierda se presenta un esquema del promotor PIG3, con los dos elementos de unión a p53, 
y los mutantes de deleción utilizados en el experimento. Las células U2OS fueron co-
transfectadas con 100ng del gen reportero PIG3-Luc indicado y 200 ng del vector de 
expresión para HEY1. Los resultados de todos los experimentos mostrados en esta figura 
fueron normalizados respecto a la actividad luciferasa del gen reportero utilizado en cada 
caso en presencia del vector de expresión vacío y representan la media más la desviación 
estándar de dos experimentos independientes. 
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región microsatélite constituida por la repetición de un motivo pentamérico situada dentro de la 
unidad de transcripción (+451/+517). Utilizando los mutantes de deleción del promotor PIG3 
mostrados en la figura 17C previamente se demostró que el elemento consenso de unión a p53 
era completamente prescindible para la activación del promotor PIG3 por p53, mientras que el sitio 
atípico de unión a p53 (+451/+517) era esencial para dicha activación (Contente et al, 2002). 
Nosotros co-transfectamos HEY1 con el gen reportero PIG3-del A y PIG3-del F en células U2OS y 
observamos que la fuerte activación del promotor PIG3 mediada por HEY1 disminuía 
moderadamente con la deleción del sitio consenso de unión a p53 (PIG3-del A) y drásticamente 
con la deleción del sitio atípico de unión a p53 (PIG3-del F) (Fig. 17. C). 
En conjunto estos resultados sugieren que la activación del promotor PIG3 por HEY1 
implica la presencia de p53 funcional y la unión de éste al promotor, apoyando el papel de HEY1 
como regulador de la actividad transcripcional de p53. 
 
4.1.3-El efecto positivo de HEY1 sobre la regulación de la actividad transcripcional 





Los experimentos de co-transfección de las variantes de HEY1-Δbasic y HEY1-NLS mut 
que presentan localización citoplasmática, con el gen reportero PIG3-Luc mostraron que la 
exclusión nuclear de HEY1 eliminaba su capacidad de aumentar la actividad del promotor PIG3 
(Fig. 18). Esto sugiere que la regulación de la actividad transcripcional de p53 por HEY1 requiere 
la localización nuclear de esta proteína. 
 
 
Figura 18- Los mutantes de HEY1 que 
alteran su localización nuclear y la 
variante polimórfica HEY1-L94M no 
tienen la capacidad de activar la 
actividad del promotor PIG3. Las células 
U2OS fueron co-transfectadas con 100ng 
del gen reportero PIG3-Luc y 200ng de los 
vectores de expresión para HEY1, HEY1-
Δbasic, HEY1-NLS mut y HEY1-L94M. Los 
valores normalizados se expresan relativos 
a la actividad del gen reportero en 
presencia del vector pSG5 vacío. Los 
resultados muestran la media más la 
desviación estándar de dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. 
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4.1.4-El polimorfismo L94M elimina la capacidad de HEY1 de regular positivamente 
la actividad transcripcional de p53. 
 
Dado que recientemente habíamos observado como el polimorfismo L94M cambiaba 
radicalmente la actividad de HEY1 como represor transcripcional de AR nos preguntamos si este 
cambio afectaba también a la actividad de HEY1 como regulador de la actividad transcripcional de 
p53. Mediante la co-transfección de HEY1-L94M con el gen reportero PIG3-Luc en células U2OS, 
comprobamos que el cambio L94M eliminaba completamente la fuerte inducción de este gen 
reportero mediada por HEY1 (Fig. 18). 
 
4.2-Caracterización del efecto biológico de HEY1 y la variante HEY1-L94M en un 









Con objeto de estudiar los efectos fenotípicos de la sobre-expresión de HEY1 o la variante 
polimórfica HEY1-L94M, generamos células U2OS estables que permiten  la expresión inducible 
por tetraciclina de la variante HEY1 (U2OS-HEY1) o HEY1-L94M (U2OS-L94M). En este sistema 
celular la expresión de HEY1 y HEY1-L94M en ausencia de tetraciclina es indetectable, 
observándose una fuerte inducción en presencia de tetraciclina (Fig. 19). Por ello todos los 
experimentos de caracterización de las células U2OS-HEY1 y U2OS-L94M que se presentan a 
continuación, se analizan comparando los resultados obtenidos en las células tratadas con 
tetraciclina respecto a los resultados obtenidos en paralelo en las mismas células en ausencia de 
dicho antibiótico. 
 
Figura 19. Análisis de expresión de HEY1 o HEY1-L94M en células estables con 
expresión inducible por tetraciclina de estas proteínas (U2OS-HEY1 o U2OS-L94M, 
respectivamente). Se muestra un Western blot de células incubadas en ausencia o 
presencia de 1µg/mL tetraciclina (tet) durante 24h utilizando β-actina como control de carga. 
Para la detección de HEY1 o HEY1-L94M se utilizó el anticuerpo α-V5 porque las 
construcciones lentivirales utilizadas para generar estas células presentaban el epítopo V5. 
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La expresión de HEY1 induce apoptosis mediada por p53 en embriones de pez cebra y 
pollo. Las alteraciones fenotípicas observadas en el desarrollo de estos embriones tras la 
inducción de HEY1 son similares a los fenotipos observados tras la expresión ectópica de p53 
(Huang et al, 2004). Además también se ha descrito que la inducción de p53 en líneas celulares 
procedentes de tumores de la familia del Sarcoma de Ewing (ESFT) es dependiente de la 
expresión de HEY1 y está asociada a una parada de ciclo celular (Ban et al, 2008). 
Como HEY1 incrementa la actividad de genes reporteros de respuesta a p53 en células 
U2OS, nos planteamos estudiar si la sobre-expresión de HEY1 podía recapitular alguno de los 
fenotipos inducidos por p53.  
Mediante un ensayo 3-(4,5.dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulphophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) observamos que la inducción de HEY1 disminuía la 
proliferación celular (Fig. 20, panel izquierdo), mientras que la inducción de HEY1-L94M no 
afectaba a la proliferación (Fig. 20, panel derecho). El mismo ensayo realizado en paralelo en las 
células U2OS-parentales desmostraba que el tratamiento con tetraciclina per se no inhibía la 
proliferación celular (Fig. 20). La parada de ciclo inducida por la expresión de HEY1 es reversible. 
La eliminación de la tetraciclina del medio de crecimiento revierte el efecto inhibitorio de HEY1 
Figura 20. La SNP L94M elimina la capacidad de HEY1 de inhibir la proliferación 
celular. Las células U2OS parentales, U2OS-HEY1 (panel izquierdo) o U2OS-L94M (panel 
derecho) fueron incubadas en ausencia o presencia de 1µg/mL tetraciclina (tet). La 
proliferación celular fue registrada a los tiempos indicados mediante un ensayo 3-
(4,5.dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazolium 
(MTS). Los resultados mostrados representan la media más la desviación estándar de dos 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 
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Posteriormente nos propusimos examinar si el efecto de la inducción de HEY1 en la 
proliferación celular era dependiente de p53. Con este objetivo analizamos las curvas de 
proliferación de células U2OS-HEY1 transfectadas con siRNA específico de p53 en comparación a 
células U2OS-HEY1 transfectadas con un siRNA control. En presencia de siRNA control se 
reproduce el resultado obtenido anteriormente en estas células (Fig. 21A) pero en presencia de 
sip53, que eficientemente disminuye los niveles de p53 (Fig. 21B), las células que expresan HEY1 
por inducción con tetraciclina continúan creciendo durante todo el período de tiempo registrado 
(Fig. 21A). Este resultado indica que p53 es esencial en la parada de ciclo mediada por HEY1. 
 
 
4.2.2-Estudio del efecto de la expresión de HEY1 y HEY1-L94M sobre la distribución 
de las células en el ciclo celular. 
Figura 21. La parada de ciclo celular inducida por HEY1 es dependiente de 
p53. (A) Las células U2OS-HEY1 transfectadas con siRNA específico de p53 
(sip53) o un siRNA control inespecífico (siControl) fueron incubadas en ausencia 
o presencia de 1µg/mL tetraciclina (tet). La proliferación celular fue registrada a 
los tiempos indicados mediante un ensayo MTS. Los resultados muestran la 
media más la desviación estándar de dos experimentos independientes 
realizados por cuadruplicado. (B) Análisis de expresión de p53 y ß-actina (control 
de carga) mediante Western blot de extractos de células U2OS-HEY1 
transfectadas con siControl o sip53 recogidos 72h post-transfección. 
 
 











Se ha descrito que p53 está implicado en la activación de la mayoría de los puntos de 
control del ciclo celular (Giono & Manfredi, 2006; Helton & Chen, 2007). En base a esto nos 
propusimos analizar el contenido de ADN de las células por citometría de flujo para caracterizar el 
tipo de parada de ciclo dependiente de p53 inducida por HEY1. El perfil de distribución celular 
obtenido en células U2OS-HEY1 tratadas con tetraciclina durante 72h es diferente al perfil 
obtenido en ausencia de tetraciclina pero no se ajusta a la distribución de una parada de ciclo 
típica en G1 o G2. El porcentaje de células en fase G0/G1 disminuye mientras que se incrementa 
la población de células en fase S y G2, pero no se aprecia ninguna población de células 
poliploides. Además se detecta una pequeña fracción de células en fase sub-G1 (Fig. 22A). El 
mismo experimento llevado a cabo en paralelo en las células U2OS-L94M (Fig. 22B) no muestra 
cambios en la distribución celular en presencia de tetraciclina, lo cual concuerda con el resultado 
obtenido en el ensayo de proliferación. 
 
Figura 22. La expresión de HEY1 pero no de HEY1-L94M cambia la distribución de 
las células U2OS en el ciclo celular. Las células U2OS-HEY1 (A) o HEY1-L94M (B) 
fueron incubadas en presencia o ausencia de 1µg/mL tetraciclina (tet) durante 72h y 
marcadas con ioduro de propidio para cuantificar su contenido de ADN mediante 
citometría de flujo. A la izquierda se muestran los perfiles de ciclo celular de un 
experimento representativo obtenidos con el programa FlowJo. A la derecha se 
representan la media más la desviación estándar de dos experimentos independientes 
realizados por duplicado de los porcentajes de células (obtenidos con el programa Modfit 
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4.2.3-Efecto de la expresión de HEY1 o HEY1-L94M en la respuesta de las células 












Numerosos estudios clínicos demostraron que el estatus de p53 puede conferir resistencia 
a quimioterapia en algunos tipos de tumores (Lu & El-Deiry, 2009).  
Puesto que HEY1 es un modulador de la actividad de p53 nos planteamos estudiar si la 
expresión de HEY1 modifica la capacidad de las células U2OS de responder a agentes 
quimioterapéuticos. Con este objetivo realizamos ensayos de citotoxicidad utilizando cisplatino 
(FIg. 23A) y doxorrubicina (Fig. 23B) y observamos que la inducción de HEY1 aumentaba la 
Figura 23. La expresión de HEY1 pero no de HEY1-L94M aumenta la 
sensibilidad de las células U2OS al tratamiento con cisplatino y doxorrubicina. 
Las células U2OS-HEY1 o U2OS-L94M fueron incubadas con 1µg/mL de tetraciclina 
(Tet) o con medio sin tetraciclina (Control) Después de 8h, las células fueron tratadas 
con las concentraciones indicadadas de cisplatino (A) o doxorrubicina (B) durante 
72h más en presencia o ausencia de tetraciclina. La viabilidad celular fue 
determinada mediante un ensayo MTS. Los datos son relativos al número de células 
en los controles sin tratamiento con droga. Los resultados representan la media más 
la desviación estándar de dos experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado.  
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sensibilidad de las células U2OS a ambas drogas. Sin embargo la inducción de HEY1-L94M no 
originaba ningún cambio en la respuesta a cisplatino (Fig. 23A) o doxorrubicina (Fig. 23 B). 
 









En todos nuestros experimentos observamos que las células U2OS que expresaban HEY1 
no sólo presentaban una tasa de crecimiento más lenta sino que además presentaban cambios 
morfológicos considerables. En la figura 20 se muestra como a medida que aumenta el tiempo de 
tratamiento con tetraciclina, las células U2OS-HEY1 adquieren características morfológicas 
propias del fenotipo neuronal tales como el desarrollo de proyecciones de membrana similares a 
neuritas. Sin embargo a las 72h de tratamiento con tetraciclina las células U2OS-L94M ya alcazan 
la confluencia y no se aprecia ningún cambio respecto a las células control sin tratamiento. 
 
Figura 24. La expresión de HEY1, pero no de HEY1-L94M, en células U2OS 
provoca cambios en la morfología celular a un tipo neuronal. Micrografías de 
contraste de fase realizadas a los tiempos indicados de tratamiento con vehículo o 
1µg/mL de tetraciclina. Todas las imágenes corresponden a un aumento 100X 
excepto la imagen ampliada de células U2OS-HEY1 con 11 días de tratamiento con 
tetraciclina que se corresponde con un aumento 200X. 
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4.2.5-Caracterización del perfil de expresión génica en respuesta a la inducción de 
HEY1 o HEY1-L94M 
 














La expresión exógena de HEY1 incrementa los niveles de p53 endógeno a través de la represión 
transcripcional de MDM2 (Huang et al, 2004). La capacidad de HEY1 de incrementar la actividad 
de genes reporteros de respuesta a p53 (Fig. 16) e inducir una parada de ciclo dependiente de 
p53 (Fig. 21), sugiere que la inducción de HEY1 regula positivamente los niveles de p53 en el 
modelo celular de osteosarcoma utilizado. Los análisis de expresión de proteína realizados en 
Figura 25. Regulación de la expresión de p53 y MDM2 por HEY1. (A) Análisis mediante 
Western blot de la expresión de HEY1 o HEY1-L94M, p53, MDM2, y ß-actina (control de carga) 
en extractos de células U2OS-HEY1 o U2OS-L94M, incubadas en ausencia (-) o presencia de 
1µg/mL de tetraciclina (Tet) durante los tiempos indicados. (B) Análisis de los niveles de ARNm 
de MDM2 mediante qRT-PCR (PCR cuantitativa en tiempo real) en células U2OS-HEY1 y 
U2OS-L94M incubadas en ausencia (-) o presencia de 1µg/mL de tetraciclina (Tet) durante los 
tiempos indicados. Se representa la media más la desviación estándar de dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. 
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células U2OS-HEY1, mostraron un aumento de los niveles de p53, moderado pero altamente 
reproducible, después de 4h y 8h de inducción de HEY1 (Fig. 25A, panel izquierdo) y una fuerte 
disminución a tiempos más largos de inducción (Fig. 25A, panel derecho). Por otro lado la 
inducción de HEY1 disminuía los niveles de la proteína MDM2 a todos los tiempos estudiados 
(Fig. 25A). Los niveles de ARNm de MDM2 no estaban disminuidos a 4h de inducción de HEY1 
(Fig. 25B) lo que sugiere que la regulación de MDM2 por HEY1 no ocurre únicamente a nivel 
transcripcional como se había propuesto previamente (Huang et al, 2004). Ensayos de 
transfección transitoria utilizando el gen reportero MDM2-Luc (no mostrados) apoyan esta 
hipótesis. La disminución de los niveles de ARNm de MDM2 observada a tiempos más largos de 
inducción de HEY1 concuerda con la disminución de los niveles de p53 porque MDM2 es una 
diana transcripcional de p53 (Fig. 25B). 
Al contrario de lo observado tras la inducción de HEY1, la expresión de la variante HEY1-
L94M no afectaba significativamente a los niveles de las proteínas p53 y MDM2 a los tiempos 
estudiados (Fig. 25A). Los niveles de ARNm de MDM2 tampoco eran afectados por la inducción 
de HEY1-L94M (Fig. 25B). La ausencia de regulación de MDM2 y como consecuencia de p53 por 
HEY1-L94M concuerda con la ausencia de parada de ciclo dependiente de p53 observada en 
presencia de esta variante. 
 
4.2.5.2-Efecto de la expresión de HEY1 o HEY1-L94M en genes reguladores de ciclo  
 
La inducción de HEY1, pero no de HEY1-L94M, cambia la distribución de las células en el 
ciclo celular. Puesto que se produce un incremento en la población de células tetraploides tras la 
inducción de HEY1, nos propusimos estudiar la expresión de genes reguladores de ciclo 
implicados en la transición G2/M regulados por p53, tanto en células U2OS-HEY1 como U2OS-
L94M. 
La inducción de HEY1 disminuyó significativamente los niveles de ARNm de todos los 
genes reguladores de ciclo estudiados a excepción de GADD45A y 14-3-3 sigma que no sufrieron 
ningún cambio. Sin embargo la inducción de HEY1-L94M sólo disminuyó los niveles del ARNm de 
ciclina B1 y ciclina A2 (Fig. 26A). Ante una modulación positiva de p53 cabía esperar una 
represión de casi todos los genes analizados a excepción de 14-3-3 sigma, GADD45A y p21, que 
son regulados positivamente por p53. Sorprendentemente, los niveles de ARNm (Fig. 26B) y 
proteína (Fig. 26C) de p21 fueron fuertemente reducidos desde las 4h de inducción de HEY1, 
cuando aún no se aprecia una disminución de p53. 
 











En las células U2OS la proteína FOXM1 es esencial para su proliferación y su eliminación induce 
una acumulación de células tetraploides (Wang et al, 2005a). La proteína FOXM1 regula 
directamente la transcripción de varios reguladores mitóticos como Cdc25B, Aurora B quinasa, 
survivina, CENP A y CENP B. Además es esencial para la transcripción de SKP2, proteína que 
forma parte del complejo ubiquitin-ligasa que induce la degradación proteasómica de los 
inhibidores de CDKs como p21. La expresión de HEY1 reduce los niveles de ARNm de FOXM1 y 
Figura 26. Análisis de expresión de genes reguladores de ciclo en respuesta a la inducción 
de HEY1 o HEY1-L94M en células U2OS. (A) Análisis mediante qRT-PCR de los niveles de 
ARNm de los genes indicados, en células U2OS-HEY1 (panel superior) y U2OS-L94M (panel 
inferior), incubadas en ausencia (-) o presencia de 1µg/mL de tetraciclina (Tet) durante 24 y 48h. (B) 
Análisis mediante qRT-PCR de los niveles de ARNm de p21 en células U2OS-HEY1 y U2OS-L94M 
incubadas en ausencia (-) o presencia de 1µg/mL de tetraciclina (Tet) durante los tiempos 
indicados. En (A) y (B) se representa la media más la desviación estándar de dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. (C) Análisis mediante Western blot de los niveles de p21 y 
β-actina (control de carga) en células U2OS-HEY1 o U2OS-L94M incubadas en ausencia o 
presencia de 1µg/mL de tetraciclina durante los tiempos indicados. 
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de los genes diana analizados CENP A, Survivina y SKP2 (Fig. 25A). El gen SURVIVINA es 
además reprimido directamente por p53 (Hoffman et al, 2002). 
 
4.2.5.3-Efecto de la expresión de HEY1 o HEY1-L94M en genes implicados en 









Varios estudios han demostrado que p53 inhibe la expresión de RUNX2 y Osterix, los 
principales reguladores de la diferenciación osteoblástica (Lengner et al, 2006; Wang et al, 2006). 
Nosotros analizamos los niveles de ARNm de estos dos marcadores de diferenciación 
Figura 28. Análisis de expresión de genes implicados en diferenciación osteoblástica y 
neuronal en células U2OS-HEY1 y U2OS-L94M. Análisis mediante qRT-PCR de los niveles de 
ARNm de los genes RUNX2 y Osterix (A), Coronina1B, Rab13 y Gap43 (B) en células U2OS-
HEY1 y U2OS-L94M incubadas en ausencia o presencia de 1µg/mL de tetraciclina (Tet) durante 
los tiempos indicados. Se representa la media más la desviación estándar de dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. 
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osteoblástica en respuesta a la inducción de HEY1 o su variante polimórfica HEY1-L94M en 
células U2OS y observamos que mientras que ambos estaban significativamente disminuidos en 
presencia de HEY1, en presencia de HEY1-L94M no presentaban ningún cambio (Fig. 28A). Por 
otro lado, recientemente se demostró que p53 regula positivamente genes implicados en el 
desarrollo de neuritas y axones como Coronina1b, Rab13 y GAP43 (Di Giovanni et al, 2006; 
Tedeschi & Di Giovanni, 2009). En base a esto, y al crecimiento de prolongaciones citoplásmicas 
similares a neuritas observado en respuesta a la inducción de HEY1, decidimos analizar el efecto 
de la expresión de HEY1 o HEY1-L94M en la expresión de estos genes diana de p53. Los 
resultados de qRT-PCR en células U2OS-HEY1 o U2OS-L94M (Fig. 28B) no mostraron cambios 
en los niveles de ARNm de Coronina 1b o Rab13 en respuesta al tratamiento con tetraciclina, pero 
los niveles de GAP43 que no variaban en células U2OS-L94M, estaban aumentados 1,8 veces en 
las células U2OS-HEY1 tratadas con tetraciclina. 
 
 
4.2.5.4-Efecto de la expresión de HEY1 o HEY1-L94M en la regulación de la 
expresión de componentes de la vía Notch 
 
La vía Notch está sujeta a distintos mecanismos de auto-regulación, tanto a nivel de 
ligando-receptor (Artavanis-Tsakonas et al, 1999) como a nivel de sus efectores (King et al, 2006; 
Nakagawa et al, 2000). Se ha descrito que las proteínas HEY y HES auto-regulan su expresión 
dependiente de Notch a través de la interacción con el factor de transcripción RBP-Jκ (King et al, 
2006). Por esta razón estudiamos el efecto de la inducción de HEY1 y HEY1-L94M sobre la 
expresión de los componentes de la vía Notch. Los ensayos de qRT-PCR mostraron que los 
niveles de ARNm de HES1 estaban fuertemente disminuidos desde las 2h de inducción de HEY1 
(Fig. 29) y HEY1-L94M (Fig. 29B) pero el grado de inhibición era considerablemente mayor tras la 
inducción de HEY1. Los niveles de ARNm de NOTCH1 estaban disminuidos a todos los tiempos 
de inducción de HEY1 estudiados (Fig. 29A) y sólo a 48h de inducción de HEY1-L94M (Fig. 29B), 
mientras que los niveles de Jagged1 que disminuían a tiempos largos de inducción de HEY1 (Fig. 
29A) no se veían afectados por la inducción de HEY1-L94M (Fig. 29B). Además la expresión de 
HEY1 también disminuía los niveles de ARNm de los receptores NOTCH2 y NOTCH3 (Fig. 29A, 
panel derecho). 
 










Figura 29. Análisis de expresión de genes de la vía Notch en células U2OS-HEY1 y 
U2OS-L94M. Análisis mediante qRT-PCR de los niveles de ARNm de los genes de la vía 
Notch indicados en células U2OS-HEY1 (A) y U2OS-L94M (B) incubadas en ausencia o 
presencia de 1µg/mL de tetraciclina (Tet) durante los tiempos indicados. Se representa la 
media más la desviación estándar de dos experimentos independientes realizados por 
duplicado. 
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El cáncer surge como resultado de mutaciones que producen oncogenes, con una 
ganancia de función dominante, y mutaciones en genes supresores de tumores, con una pérdida 
de función recesiva, que confieren una ventaja selectiva de crecimiento a las células en las cuales 
se producen (Hanahan & Weinberg, 2000). Dos vías importantes, alteradas en cáncer, son la vía 
de p53, el supresor tumoral por excelencia, y la vía Notch. La activación de Notch en general 
promueve el desarrollo de tumores pero también desempeña el papel opuesto en algunos tipos de 
cánceres. Esto no es sorprendente biológicamente porque Notch puede suprimir o promover la 
diferenciación en determinados tipos celulares, y el cáncer es probablemente el resultado de la 
desregulación del control de células madre o de un proceso de desdiferenciación (Miele, 2006; 
Radtke & Raj, 2003). Las vías Notch y p53 están interconectadas a múltiples niveles existiendo 
una regulación recíproca entre ellas que puede ser positiva o negativa dependiendo del tipo 
celular (Dotto, 2009). HEY1 es la principal proteína efectora de la vía Notch en algunos procesos 
celulares ya mencionados y además se ha descrito como regulador positivo de la actividad 
transcripcional de p53 (Huang et al, 2004), por lo que podría jugar un papel clave en la 
interconexión entre Notch y p53. HEY1 es además regulado por dos vías de señalización 
alteradas en cáncer como son la vía TGF-β-Smad (Dahlqvist et al, 2003; Itoh et al, 2004; Sivertsen 
et al, 2007; Zamurovic et al, 2004; Zavadil et al, 2004) y Rb-E2F (Hulleman et al, 2009) y varios 
estudios in vitro le atribuyen un papel en la transición epitelio-mesénquima inducida por TGF-β 
(Timmerman et al, 2004; Zavadil et al, 2004) y en la regulación de la angiogénesis, pues es un 
inhibidor de la expresión del VEGFR-2 (Henderson et al, 2001; Taylor et al, 2002). En base a todo 
esto, las alteraciones en los mecanismos moleculares que regulan la expresión, la localización 
subcelular o la actividad de HEY, podrían desempeñar un papel tanto en el desarrollo como en la 
progresión tumoral.  
Nuestro estudio ha revelado la existencia de una NLS en la región N-terminal de HEY1, lo 
que sugiere que a pesar del pequeño tamaño de HEY1 (34 kDa), que permitiría su difusión pasiva 
a través del complejo de poro nuclear (Weis, 2003), la localización subcelular de HEY1 está 
regulada. Esto es refrendado por datos preliminares de nuestro laboratorio (no mostrados) de un 
ensayo de doble híbrido que indican que HEY1 interacciona con varios miembros de la familia de 
las importinas α (importinas α 1, 3, 4, 5 y 7). La mutación de tres residuos puntuales de la NLS, 
que elimina la localización nuclear de HEY1, altera profundamente sus funciones biológicas como 
regulador de la actividad del AR y como regulador indirecto de la actividad de p53. La exclusión 
nuclear de HEY1 ocasionada por la mutación de la NLS no sólo elimina su actividad represora 
sobre el AR sino que tiene un efecto activador, que pudiera deberse al secuestro de otros 
correpresores en el citoplasma. Este resultado sugiere que la exclusión nuclear de HEY1 
observada por nuestro grupo en muestras de tumores de próstata podría contribuir al desarrollo de 
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este tipo de tumores, no sólo bloqueando la regulación de la actividad del AR por la vía Notch sino 
también incrementando su actividad. Además se ha sugerido que uno de los posibles mecanismos 
de acción de los anti-andrógenos es su reclutamiento de correpresores una vez unidos al AR 
(Wang et al, 2005b), por lo que si HEY1 fuese requerido para la represión del AR en presencia de 
estos antagonistas, su exclusión nuclear podría explicar la resistencia de las células tumorales a la 
terapia con anti-andrógenos. La mutación de la NLS también inhibe los efectos positivos indirectos 
de HEY1 sobre la actividad de p53. Hasta ahora el único mecanismo descrito sobre la regulación 
positiva de p53 por HEY1 implica la represión transcripcional de MDM2 por mecanismos no 
caracterizados (Huang et al, 2004), sin embargo nuestros resultados sugieren que la regulación de 
MDM2 ocurre a nivel posttraduccional. De acuerdo con esto, la exclusión nuclear originada por la 
mutación de la NLS impediría la represión de MDM2, principalmente por la incapacidad de HEY1 
de translocarse al núcleo y unirse al ADN, bien reprimiendo la transcripción de MDM2 o bien 
reprimiendo la transcripción de genes que codifican proteínas que estabilizan MDM2.  
Por otro lado identificamos una región rica en residuos leucina dentro del dominio Orange 
con homología a NES validadas experimentalmente, que sugiere que la exportación nuclear de 
HEY1 también está regulada activamente pero su validación requiere la utilización de otros 
abordajes experimentales. La mutación de varios residuos leucina dentro de esta región elimina la 
capacidad de HEY1 de reprimir la actividad transcripcional del AR, pero aún desconocemos si 
este efecto funcional es debido al requerimiento de una translocación núcleo-citoplasma o a la 
alteración de la estructura de las hélices α 3 y 4 que podría afectar a la interacción con otras 
proteínas celulares requeridas para la función de HEY1. 
La proteína HEY1 presenta un polimorfismo no sinónimo de único nucleótido que cambia el 
residuo leucina 94 a metionina (SNP-L94M). Este polimorfismo se encuentra en el 1% de todas las 
poblaciones estudiadas por el Proyecto Internacional HapMap. La mayoría de los genes poseen 
algún grado de polimorfismo (Sachidanandam et al, 2001) que puede influenciar la predisposición 
a cáncer (Hunter & Crawford, 2006) o la respuesta a terapias antitumorales (Undevia et al, 2005). 
En este trabajo nosotros mostramos que el polimorfismo L94M cambia radicalmente la actividad 
de HEY1 como correpresor de la actividad transcripcional del AR y como regulador indirecto de la 
actividad de p53. 
Sorprendentemente el polimorfismo L94M convierte a HEY1 de correpresor a coactivador 
de la actividad transcripcional del AR. El desconocimiento del mecanismo por el cual HEY1 actúa 
como correpresor del AR dificulta la comprensión del efecto coactivador de la variante polimórfica 
HEY1-L94M. Dado que HEY1 interacciona con el AR y SRC1, el mecanismo más probable de 
represión posiblemente implique la unión de HEY1 al AR y SRC1 unidos a los promotores de los 
genes de respuesta a andrógenos, reprimiendo su activación transcripcional mediante el 
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reclutamiento de otros correpresores. El dominio bHLH, alterado por el polimorfismo, es uno de los 
dos dominios implicados en la represión del AR y participa en la interacción con el AR y el 
coactivador SRC1 (Belandia et al, 2005). Sin embargo nosotros hemos comprobado que el 
polimorfismo no afecta a la actvidad represora intrínseca de HEY1 ni a su capacidad de 
interacción con el AR y SRC1. Hasta la fecha, la única diferencia bioquímica significativa 
encontrada en la caracterización de HEY1-L94M es su mayor capacidad de interacción con otras 
proteínas bHLH-O como HES1 y HEY2. Esta observación junto con el hecho de que la NLS 
responsable de la localización nuclear de HEY1 no es necesaria para los efectos positivos de la 
variante HEY1-L94M sobre la actividad del AR, sugiere que la variante polimórfica podría actuar 
como dominante negativo secuestrando otros correpresores como las proteínas bHLH-O. En las 
células U2OS la expresión de HEY2 (que es también un correpresor del AR) no se detecta a nivel 
de ARNm pero los niveles de HES1 son elevados (datos no mostrados). Nosotros en este trabajo 
mostramos además que HES1 interacciona con el AR y SRC1 in vitro. Se requieren más 
experimentos para validar la interacción funcional entre el AR y HES1, pero si dicha interacción 
ocurriese in vivo, el efecto positivo de la variante HEY1-L94M sobre la transactivación mediada 
por el AR, podría explicarse, al menos en parte, por el secuestro de HES1. Los ensayos de 
inhibición de la expresión de HES1 mediante el uso de siRNAs específicos o mediante el uso de 
inhibidores de gamma secretasas, que inhiben la liberación del NICD y por lo tanto la expresión 
dependiente de Notch de las proteínas HEY y HES endógenas no mostraron una modulación 
consistente del efecto positivo de la variante HEY1-L94M sobre la actividad del AR (datos no 
mostrados). Sin embargo, la reducción de los niveles de HES1 endógenos por medio de siRNAs o 
con inhibidores de gamma secretasas fue sólo parcial y, por ello los resultados no son 
concluyentes. De cualquier forma es poco probable que el cambio tan radical en la actividad de 
HEY1 ocasionado por el polimorfismo sea consecuencia de una única interacción diferencial. 
Se han identificado 240 factores de transcripción bHLH desde levaduras hasta humanos y 
estas proteínas se agrupan en siete clases según su distribución en los tejidos, su capacidad de 
dimerización y su unión específica al ADN. Estas proteínas además de formar dímeros con 
miembros de su misma clase, también pueden formar heterodímeros con miembros de otra clase 
bHLH (Massari & Murre, 2000). Se ha descrito que HEY1 interacciona con otras proteínas bHLH 
distintas de la familia bHLH-Orange, como las proteínas bHLH de clase I- ITF1 e ITF2 (Leimeister 
et al, 2000), las proteínas de clase II-HAND1 y HAND2 (Firulli et al, 2000) y la proteína de clase V, 
Id1 (Itoh et al, 2004), entre otras. Por lo tanto la alteración de la estructura del dominio bHLH por el 
polimorfismo podría estar afectando a la interacción con otros factores bHLH cuya relación 
funcional con el AR es hasta ahora desconocida. Así por ejemplo existe un factor de transcripción 
bHLH de clase II, Pod-1, que reprime la transactivación mediada por el AR (Hong et al, 2005). En 
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base a esto sería interesante realizar un estudio de proteómica global para encontrar posibles 
proteínas bHLH que interaccionen de forma diferencial con ambas variantes de HEY1. Por medio 
de un ensayo de doble híbrido en levadura utilizando como cebo tanto la variante HEY1 como 
HEY1-L94M, encontramos proteínas como las importinas que interaccionan con ambas variantes 
y proteínas que interaccionan con una de las dos variantes. Curiosamente, entre las proteínas 
identificadas en el ensayo de doble híbrido, utilizando como cebo la variante HEY1-L94M se 
encontró varias veces la interacción con HEY1, HEYL y HES1, mientras que en el ensayo 
utilizando como cebo la variante HEY1 silvestre se encontró la interacción con HES1 una sola vez, 
lo cual concuerda con la mayor especificidad de interacción de HEY1-L94M con las proteínas 
bHLH-O estudiadas en este trabajo. La validación de las nuevas interacciones mostradas por 
estos ensayos de doble híbrido en levadura podría aportar datos interesantes para comprender 
tanto el efecto positivo de la variante polimórfica HEY1-L94M sobre la actividad transcripcional del 
AR como el mecanismo de represión de la variante HEY1 silvestre, hasta ahora desconocido. 
La variante polimórfica de HEY1, al igual que la exclusión nuclear de HEY1, podría, por su 
efecto coactivador sobre la actividad del AR, tener un papel potencial en el desarrollo del cáncer 
de próstata. Sin embargo nuestro estudio de la regulación de la actividad del AR endógeno por 
HEY1 y HEY1-L94M, y su consecuente efecto biológico no ha progresado por no tener un modelo 
celular adecuado. Una de las principales restricciones de la investigación en cáncer de próstata es 
la carencia de líneas celulares humanas adecuadas para el estudio de las rutas moleculares 
responsables del desarrollo de este cáncer. La expresión de HEY1 en la línea celular LNCAP de 
forma estable no tuvo ningún efecto en la modulación de los genes diana del AR, posiblemente 
porque se trata de una línea celular de origen metastásico, con vías de señalización muy alteradas 
que permiten la actividad del AR a bajos niveles de hormona. Por este motivo decidimos utilizar 
para nuestro estudio una línea celular menos transformada. Seleccionamos la línea celular RWPE-
1, una línea derivada del epitelio prostático humano no neoplásico inmortalizada in vitro. Estas 
células presentan un fenotipo intermedio entre el epitelio prostático luminal y el epitelio prostático 
basal. Previamente se había descrito que el tratamiento prolongado de estas células con 
andrógenos inducía la expresión del AR y del antígeno específico de la próstata (PSA) (Bello et al, 
1997), sin embargo nuestros ensayos (no mostrados) indicaron niveles muy bajos de ARNm del 
AR y ninguna inducción del mismo ni del ARNm de PSA tras largos tratamientos con DHT. Por 
otro lado testamos líneas celulares de origen no prostático para las que se había descrito 
expresión del AR como las líneas celulares de cáncer de mama T47D y MCF-7, las células de 
neuroblastoma SH-SY5Y (Butler et al, 2001) y las células U2OS (Wiren et al, 1997); sin embargo 
no observamos regulación por hormona de la actividad del AR en ninguna de ellas. 
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Los estudios de transfección transitoria en células U2OS, que expresan p53 salvaje, 
mostraron que la expresión de HEY1 en este tipo celular incrementaba la actividad de promotores 
naturales de genes regulados por p53 como PIG3, BAX y p21, mientras que la expresión de la 
variante polimórfica HEY1-L94M no tenía ningún efecto sobre la actividad de promotores 
dependientes de p53. La proteína p53 no es funcional en la mayoría de los tumores humanos. 
Aproximadamente la mitad de los tumores expresan p53 silvestre, por lo que en estos tumores la 
actividad de p53 tiene que estar comprometida por alteraciones en los genes que codifican 
proteínas que interaccionan con p53 o proteínas activadoras o efectoras de p53 (Vogelstein et al, 
2000). En base a esto y a los datos preliminares que indicaban que el polimorfismo L94M podría 
eliminar la regulación positiva de p53 por HEY1, decidimos caracterizar los efectos biológicos de 
la expresión de la variante HEY1-L94M en comparación a los efectos de la expresión de la 
variante HEY1 silvestre en las células U2OS. 
La expresión de HEY1 en estas células regula negativamente la expresión de MDM2 por 
mecanismos aún no caracterizados e induce un incremento moderado y transitorio, pero 
altamente reproducible de los niveles de p53. El polimorfismo L94M, en cambio, elimina la 
capacidad de HEY1 de reprimir la expresión de MDM2 y por lo tanto impide la estabilización de 
p53 y los efectos biológicos dependientes de p53 en este tipo celular. 
 Otro cambio significativo observado desde las 2h de inducción de ambas variantes es una 
fuerte disminución en los niveles de ARNm de HES1. Mientras que HEY1 elimina su expresión 
casi en su totalidad, la represión observada en presencia de HEY1-L94M no supera el 70%. Se ha 
descrito un mecanismo de auto-regulación de la vía Notch mediado por las proteínas HEY y HES. 
Estas proteínas actúan como correpresores del complejo NICD-RBP-Jκ, regulando negativamente 
la activación de su expresión por la vía Notch (King et al, 2006; Nakagawa et al, 2000). Estos 
represores transcripcionales interaccionan con el factor de transcripción RBP-Jκ y el dominio HLH 
es necesario para esta interacción (King et al, 2006) (Fig. 1). De acuerdo con esto, el polimorfismo 
L94M podría debilitar la interacción de HEY1 con el factor de transcripción RBP-Jκ explicando así 
las diferencias cuantitativas en el grado de represión de HES1 presentadas entre ambas 
variantes. 
Por otro lado HES1 regula su propia expresión, independientemente de la vía Notch, 
uniéndose directamente a cajas N en su promotor (Takebayashi et al, 1994). Las proteínas HEY 
se unen preferentemente a cajas E del ADN pero también se unen débilmente a cajas N (Iso, 
2001 #5). Sin embargo se observó que cuando las proteínas HEY y HES son co-expresadas, el 
heterodímero HEY/HES es la especie predominante y se une con mayor afinidad a cajas N que los 
respectivos homodímeros, obteniendo un mayor grado de represión (Iso et al, 2001b). En base a 
esto otro posible mecanismo de represión de los niveles de ARNm de HES1 con la expresión de 
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HEY1 podría implicar la unión directa de HEY1, como homodímero o heterodímero al promotor de 
HES1. Consistente con esto el grupo de Hirata y col. había observado que la expresión 
constitutiva de HES1 exógeno mediante un vector de expresión, mantenía los niveles de ARNm de 
HES1 endógeno al mínimo nivel sin responder a ningún tipo de inducción (Hirata et al, 2002). El 
cambio L94M pudiera disminuir la afinidad de HEY1 por los elementos de respuesta en el 









La expresión de HEY1 no sólo elimina la expresión de una de las proteínas efectoras de la 
vía Notch, HES1, sino que también reprime la expresión de los receptores Notch como NOTCH1, 
NOTCH2 y NOTCH3 y del ligando Jagged1. Se han descrito mecanismos de auto-regulación de la 
expresión de receptores y ligandos Notch tras la activación de Notch, tanto positivos como 
negativos, dependiendo del tipo celular (Artavanis-Tsakonas et al, 1999). Las disminuciones de los 
niveles de ARNm del receptor y ligando observados a tiempos largos pueden ser una 
consecuencia de una menor activación de la vía Notch por contacto célula-célula en la población 
de células que expresan HEY1 respecto a la población control, simplemente porque a estos 
tiempos estudiados el número de células en presencia de HEY1 es menor por presentar una 
menor tasa de proliferación. De acuerdo con esto, en presencia de la variante HEY1-L94M, que no 
afecta a la tasa de proliferación, la represión del receptor NOTCH1 es moderada y los niveles de 
Jagged1 no se ven afectados. Por otro lado, se ha descrito que NOTCH1 es una diana 
transcripcional directa de p53 en queratinocitos (Lefort et al, 2007). Según esto la disminución de 
NOTCH1 podría deberse a la disminución en los niveles de p53. 
Figura 1. Modelo de la auto-regulación de la vía Notch por las proteínas HEY y HES. 
La transactivación del promotor de HEY y HES mediada por Notch es inhibida por el 
reclutamiento de las proteínas HEY/HES y correpresores por el factor de transcripción 
RBP-Jκ. 
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Dado que la proteína HES1 es también un regulador positivo de p53 (Huang et al, 2004), la 
represión de HES1 mediada por HEY1 podría atenuar el efecto positivo de HEY1 sobre p53 y por 
eso sólo observamos una moderada inducción de los niveles de p53. La mayor represión de 
HES1, coincidiendo con la represión del receptor NOTCH1 y el ligando Jagged1, a tiempos más 
largos de inducción de HEY1 (24h y 48h), podría explicar la disminución de los niveles de p53 
observada a esos tiempos. La disminución moderada de los niveles de p53 tras 24h de inducción 
de HEY1-L94M es coherente con su menor efecto en la represión de HES1. 
Un dato sorprendente de la caracterización de la regulación de p53 por HEY1 en las 
células U2OS, es que la expresión de p21, un gen prototipo inducido por la activación de p53, está 
disminuida desde las 4h de inducción de HEY1. Se ha descrito que el receptor NOTCH1 activado 
regula positivamente los niveles de p21 en células epiteliales de mamífero (Rangarajan et al, 
2001). La proteína RBP-Jκ se une directamente al promotor de p21 y la transcripción de p21 
dependiente de RBP-Jκ es inducida específicamente por el receptor NOTCH1 activado 
(Rangarajan et al, 2001). Por lo tanto la expresión de HEY1 podría inhibir la expresión de p21 
dependiente de Notch por el mismo mecanismo propuesto más arriba para la inhibición de la 
expresión de HES1, a través de la interacción con RBP-Jκ y del reclutamiento de correpresores al 
complejo NICD-RBP-Jκ. Otra posibilidad es que HEY1 reprima directamente la transcripción de 
p21, independientemente de p53 y de la vía Notch. El promotor de p21 contiene varios sitios de 
unión de tipo caja E que son funcionales en la regulación positiva de p21 por las proteínas bHLH 
E2A (Prabhu et al, 1997). Un estudio demostró que HEY1 reprime la transcripción de p57 por 
unión directa a cajas E en su promotor (Jia et al, 2007). Por lo tanto HEY1 podría reprimir la 
expresión de p21 por unión directa a su promotor, o secuestrando proteínas E2A que activan la 
expresión de p21. 
El programa transcripcional dependiente de p53 es extremadamente flexible y la respuesta 
celular depende de la naturaleza del estímulo activador de p53, el contexto celular y la duración de 
la señal de activación (Espinosa, 2008). De acuerdo con esto la activación de p53 dependiente de 
HEY1 induce apoptosis en varios modelos biológicos usados para estudiar el desarrollo, como 
embriones de pollo y pez cebra (Huang et al, 2004), mientras que promueve una parada de ciclo 
celular en líneas celulares de la familia de tumores de Sarcoma de Ewing (Ban et al, 2008). La 
inducción de HEY1 en las células U2OS no reproduce los efectos fenotípicos típicos de la 
inducción de p53, posiblemente porque la expresión de HEY1 también modula la actividad de la 
vía Notch. 
La expresión de HEY1 tiene un efecto inhibitorio en la proliferación de las células U2OS 
dependiente de p53, acompañado de una represión de los factores de transcripción reguladores 
de la diferenciación osteoblástica, RUNX2 y Osterix. RUNX2 está implicado en el establecimiento 
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del linaje osteoblástico a partir de las células mesenquimáticas, en la diferenciación a osteoblastos 
inmaduros y en la diferenciación terminal a osteocitos (Engin et al, 2008). Al contrario Osterix, es 
importante en la expansión de la población de osteoblastos inmaduros (Engin et al, 2008). Tanto 
p53 como la vía Notch desempeñan un importante papel en el control de la proliferación y 
diferenciación osteoblástica regulando la expresión y/o actividad de RUNX2 y Osterix. La 
activación de p53 en células precursoras de osteoblastos inhibe la proliferación, la expresión de 
RUNX2 y la diferenciación (Lengner et al, 2006). Los ratones deficientes para p53 en osteoblastos 
desarrollan osteosarcomas (Lengner et al, 2006; Wang et al, 2006). Además p53 reprime la 
actividad del promotor de Osterix y los osteoblastos deficientes para p53 presentan un incremento 
en los niveles de este factor de transcripción y una diferenciación acelerada (Wang et al, 2006). 
Por otro lado el grupo de Engin y col. mostró, mediante la sobre-expresión del NICD, que la 
activación patológica de Notch incrementaba la proliferación de osteoblastos inmaduros mediante 
el aumento de la transcripción de reguladores de ciclo y Osterix (Engin et al, 2008). De acuerdo 
con esto, varios componentes de la vía Notch (NOTCH1, NOTCH2, Jagged1, HES1, HEY1 o 
HEY2) están sobre-regulados en muestras de tumores primarios y líneas celulares de 
osteosarcoma humano y la inhibición de la vía Notch disminuye la proliferación de las células de 
osteosarcoma tanto in vitro como in vivo (Engin et al, 2009; Tanaka et al, 2009). Por ello 
podríamos sugerir que la expresión de HEY1 en las células U2OS disminuye la proliferación como 
resultado de la inducción transitoria de p53 y la inhibición de Notch, que parece ser esencial para 
la proliferación de las células de osteosarcoma. Además la disminución en la expresión de RUNX2 
y Osterix concuerda tanto con la activación de p53 como con la inhibición de Notch inducida por 
HEY1.  
Los ensayos de ARN de interferencia mostraron que p53 es un mediador esencial en la 
inhibición de la proliferación mediada por HEY1. La activación de p53 puede producir tanto 
apoptosis, como parada de ciclo en fase G1 y G2. En células U2OS la activación de p53 mediante 
el tratamiento de éstas con Nutlina3a que impide la unión de MDM2 a p53, originó una parada de 
ciclo en la fase G1 y G2 acompañada de un incremento en los niveles de p53 y p21, y la depleción 
de CiclinaB1, Ciclina A2 y CDC2 (Shen et al, 2008). Nuestro análisis de ciclo celular mediante 
citometría de flujo muestra un incremento de la población de células en G2 pero no muestra un 
incremento en G1. Esto podría deberse a la disminución de la expresión de p21 observada desde 
las 4h de inducción de HEY1 pues la expresión de p21 es esencial para el desarrollo de la parada 
de ciclo en G1 inducida por p53 (Waldman et al, 1995).  
En presencia de HEY1 disminuye la transcripción de algunos genes implicados en la 
transición G2/M que p53 regula negativamente como CDC2, CiclinaB1, CDC25C y TOP2A lo que 
explicaría el incremento de la población 4N. Los niveles de ARNm de otros genes implicados en la 
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transición G2/M inducidos por p53, como 14-3-3 sigma y GADD45A, no se ve afectada. Esto no es 
sorprendente porque se ha descrito que la expresión de estas proteínas es inducida por p53 en 
respuesta a radiación ionizante (Taylor & Stark, 2001). Sin embargo la regulación de CDC2 y 
CICLINA B1, se ha observado en estudios de sobre-expresión de p53 (Taylor et al, 1999). Otros 
genes analizados que son regulados positivamente por p53, como B99, REPRIMO y MCG10, 
están reprimidos. Dada la existencia de algunos resultados discordantes sería necesario confirmar 
estos resultados con un análisis de proteína mediante Western blot. Estos datos discordantes 
podrían deberse a que algunos de los genes regulados por p53 sean también regulados por 
HEY1, directa o indirectamente, independientemente de p53. Por ello sería interesante analizar los 
efectos de la expresión de HEY1 en células de osteosarcoma deficientes de p53, como la línea 
celular SAOS, para poder discernir qué genes son regulados por HEY1 independientemente de 
p53 y al mismo tiempo este análisis nos permitiría comprender qué efectos de la inducción de 
HEY1 son dependientes de p53. Curiosamente la regulación de genes dependientes de p53 se 
observa a tiempos en los cuales se observa una disminución global de los niveles de p53. Todos 
los ensayos han sido realizados en células estables no seleccionadas clonalmente, de tal forma 
que la regulación de p53 podría ser variable entre células originadas a partir de clones diferentes, 
debido a una diferente expresión de HEY1. Según esto el resultado del análisis de los niveles de 
p53 mediante Western blot no reproduciría necesariamente lo que ocurre en las células a nivel 
individual. Es posible que aunque observemos una disminución en los niveles de p53 globales, 
exista una población de células en la que los niveles de p53 sean suficientes para regular sus 
genes diana. Y dentro de la población de células en la que los niveles de p53 estén elevados, 
dependiendo del grado de activación, podríamos observar la regulación de distintos conjuntos de 
genes y por lo tanto distintas respuestas. Así los análisis de ciclo muestran la existencia de una 
pequeña población apoptótica y una población en G2/M. Por otro lado, en presencia de HEY1 
aumentan los niveles de ARNm de GAP43 un gen regulado por p53 implicado en el desarrollo de 
neuritas, lo que concuerda con los cambios morfológicos observados en algunas células en 
presencia de HEY1.  
El análisis de ciclo celular también muestra un incremento en la población de células en 
fase S que podría ser debido a la inhibición de Notch, porque se ha descrito que la inhibición de la 
expresión de NOTCH1 y Jagged 1 en células de cáncer de próstata induce una parada en fase S 
(Zhang et al, 2006).  
La inducción de HEY1 regula negativamente la transcripción de FOXM1, que es esencial 
para la progresión en fase S y mitosis en las células U2OS (Wang et al, 2005a). Sus genes diana 
CENPA y survivina (Wang et al, 2005a), que también están regulados negativamente, son 
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importantes para el ensamblaje del cinetocoro sobre la región centromérica de los cromosomas 
por lo que su represión también podría explicar una acumulación de células tetraploides. 
Otro efecto significativo observado como consecuencia de la expresión de HEY1 y no de 
HEY1-L94M es la sensibilización de las células U2OS al tratamiento con agentes 
quimioterapéuticos que activan p53 induciendo un daño en el ADN. Este efecto puede ser debido 
a la disminución de la expresión de p21 en estas células. La proteína p21 es un inhibidor de la 
proliferación celular, pero también es un inhibidor de la apoptosis y su represión sensibiliza a las 
células tumorales a la apoptosis inducida por los agentes quimioterapéuticos (Gartel & 
Radhakrishnan, 2005). El grupo de Lee y col. observó que la apoptosis inducida por doxorrubicina 
en células U2OS disminuía al aumentar p21 por la deleción de una ubiquitin ligasa que induce la 
degradación de p21 (Lee et al, 2009). Además, la eliminación de NOTCH3 en células de 
hepatocarcinoma humano, que aumenta los niveles de p53 y disminuye los niveles de p21, 
incrementa la los efectos apoptóticos inducidos por el tratamiento de las células con doxorrubicina 
(Giovannini et al, 2009). Por otro lado el aumento de la quimiosensibilidad en las células U2OS 
que expresan HEY1 podría deberse también a la disminución de la expresión de survivina. La 
survivina es otro de los genes reprimidos directamente por p53 (Hoffman et al, 2002) y también es 
una diana de FOXM1. Esta proteína, además de jugar un importante papel en la mitosis, 
manteniendo la integridad del huso mitótico, es un miembro de la familia de inhibidores de la 
apoptosis. La survivina, altamente expresada en muchos tumores humanos, está implicada en la 
resistencia a agentes antitumorales y varios estudios preclínicos han demostrado que la 
disminución de su expresión o su actividad mediante distintas estrategias incrementa la 
sensibilidad a drogas quimioterapéuticas y radiación ionizante en varios modelos tumorales 
humanos (Pennati et al, 2007). 
En definitiva, la expresión de HEY1 en las células U2OS tiene efectos muy diversos como 
parada de ciclo reversible, cambios en la expresión de marcadores de diferenciación y un 
aumento en la quimiosensibilidad que no ocurren cuando se expresa la variante polimorfica L94M 
(Fig. 2). Estas respuestas podrían ser el resultado de la alteración de dos vías muy complejas, 
como son la vía Notch y p53, y como consecuencia de otras vías interrelacionadas con ellas. La 
vía Notch converge con la vía BMP/TGF-β en determinados contextos celulares controlando el 
balance entre proliferación y diferenciación (Herpin & Cunningham, 2007). Por otro lado la sobre-
expresión de NOTCH1 inhibe la osteoblastogénesis suprimiendo la vía Wnt/β-catenina 










Para caracterizar los efectos de la expresión de HEY1 sería útil hacer en primer lugar una 
selección clonal de líneas estables con expresión similar de HEY1 para aislar poblaciones 
uniformes, porque la vía Notch, al igual que p53, puede activar diferentes dianas e inducir distintos 
efectos dependiendo de los niveles de sus componentes. Posteriormente sería interesante realizar 
un análisis global de expresión génica por microarrays a tiempos cortos y largos de inducción de 
HEY1. Dadas las evidencias que indican que HEY1 podría tener un potencial papel en cáncer, 
este estudio aportaría una información sumamente relevante, ya que hasta la fecha se conocen 
muy pocos genes diana de HEY1 y la mayoría de los estudios se limitan a ensayos de promotor-
Fig. 2. Esquema de los efectos inducidos por la expresión de HEY1 y HEY1-
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reportero luciferasa. Una vez conocidos los genes diana de HEY1 y sus secuencias de unión en el 
ADN, en aquellos casos en los que la regulación dependa de unión al ADN, se podrá analizar si el 
cambio L94M, además de afectar a la especificidad de dimerización cambia la afinidad por 
diferentes elementos de respuesta en los promotores. Esto último no sería extraño, ya que se ha 
descrito que aunque la unión al ADN tienen lugar mediante el contacto del dominio básico con el 
surco mayor del ADN, también están implicados residuos adicionales situados en el lazo y en la 
segunda hélice del dominio HLH, que es la alterada por el polimorfismo (Ellenberger et al, 1994). 
Teniendo en cuenta cómo afecta el cambio L94M a las actividades biológicas de HEY1, 
podría ser interesante extender el análisis del polimorfismo a una población más amplia de la 
estudiada. Estos estudios tendrían un gran valor en poblaciones con enfermedades relacionadas 
con alteraciones en rutas de señalización dependientes de Notch y p53. Entre las enfermedades 
asociadas a Notch, además del cáncer de próstata ya mencionado más arriba (Leong & Gao, 
2008; Villaronga et al, 2008), hay varios tipos de cáncer (revisados en (Bolos et al, 2007)) como 
tumores hematológicos, cáncer de mama, de intestino y dos tipos de cáncer de piel (melanoma y 
carcinoma). Por otro lado, la presencia de la variante HEY1-L94M en tumores que retienen p53 
silvestre contribuiría a explicar la transformación oncogénica en este tipo de tumores. Se ha 
descrito que la supresión de la señalización por Notch es el mecanismo por el cual el oncogen 
EWS-FLI 1 inhibe la actividad de p53 en tumores de la familia de Sarcoma de Ewing positivos 
para p53. La presencia de la SNP L94M proporciona una potencial mecanismo para la alteración 
de la integración entre las vías Notch y p53.  
Por último la exclusión del núcleo de HEY1 en los tumores de próstata puede tener un 
papel oncogénico múltiple, eliminando al mismo tiempo la represión de la actividad del AR y la 
activación de p53 (ambas requieren la localización nuclear de HEY1) e induciendo la activación 
aberrante del AR por secuestro de otros correpresores. 
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1. La proteína HEY1 presenta una señal de localización nuclear (NLS) monopartita clásica, 
49-ARKRRRG-55, situada en la región básica que es esencial para la localización nuclear 
de la proteína. La exclusión nuclear de HEY1, originada por la mutación de la NLS, elimina 
su capacidad de reprimir la actividad transcripcional del AR y además tiene un efecto 
positivo sobre la misma.  
 
2. El polimorfismo de único nucleótido no sinónimo L94M convierte a HEY1 de correpresor a 
coactivador de la actividad transcripcional del AR. El cambio L94M no afecta a los niveles 
de expresión ni estabilidad de HEY1; no altera su interacción con el AR ni con el 
coactivador SRC1 ni afecta a su actividad represora intrínseca. El cambio L94M favorece la 
heterodimerización de HEY1 con otras proteínas bHLH-Orange como HEY2 y HES1. 
 
3. La proteína HEY1 aumenta la actividad de promotores naturales de respuesta a p53 (PIG3, 
BAX, p21) de una forma dependiente de p53. Esta actividad requiere la localización de 
HEY1 en el núcleo. 
 
4. HEY1 regula negativamente la expresión de MDM2 y produce una inducción moderada 
pero altamente reproducible de los niveles de la proteína p53 en células de osteosarcoma 
humano U2OS. El polimorfismo L94M elimina la capacidad de HEY1 de modular los 
niveles de MDM2 y p53. 
 
5. La expresión de HEY1 en células U2OS induce una parada de ciclo reversible dependiente 
de p53 y un cambio en la expresión de marcadores de diferenciación celular que no 
ocurren al expresar la variante polimórfica HEY1-L94M. 
 
6. La expresión de HEY1 aumenta la sensibilidad de las células U2OS al tratamiento con los 
agentes quimioterapéuticos que actúan a través de p53 como doxorrubicina y cisplatino. La 
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Notch Signaling: A Potential Therapeutic Target in Prostate Cancer 
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Abstract: The Notch pathway and the endocrine system constitute two key biological signaling mechanisms, responsible 
for cell-to-cell communication between adjacent cells and long-distance hormonal signals respectively. They play central 
roles during the development of higher eukaryotic organisms but they also take part in the regulation of many aspects of 
adult physiology and homeostasis. The contribution of defects in the normal transmission of hormone-dependent signals 
to the development of endocrine cancers has been widely analyzed and the knowledge derived from these studies has al-
lowed us to develop many successful therapeutic strategies. However, in many cases these hormonal treatments become 
ineffective despite the fact that cancer cells maintain normal expression levels of wild-type hormone nuclear receptors. 
Less is known about the involvement of altered Notch signaling in the origin and progression of cancer, although there is 
clear evidence indicating that deregulation of Notch activity occurs in several types of tumors, including highly prevalent 
hormone-dependent types of cancer such as breast, ovarian and prostate cancer. This review will summarize accumulating 
data suggesting that Notch signaling plays a key role in the control of proliferation, differentiation and survival of prostate
epithelial cells. Notch signals are required for normal prostate development and homeostasis, and abnormalities in Notch 
signaling may be critical during the development of prostate cancer. We will also discuss the possible oncogenic role for 
alterations in the crosstalk mechanisms between Notch and androgen-dependent signals during tumorigenesis in the pros-
tate and how they could influence the outcome of anti-cancer hormonal treatments. 
Keywords: Androgen receptor, Notch pathway, prostate cancer, gamma-secretase inhibitors. 
INTRODUCTION 
The prostate is an exocrine gland of the male mammalian 
reproductive system, the primary function of which is to 
produce seminal fluids and it is also required for bladder 
control and normal sexual functioning. The development and 
homeostatic maintenance of the prostate are both regulated 
by an interplay between endocrine hormones, paracrine sig-
nals and local cell-cell interactions that modulate the specific 
genetic pathways controlling cell proliferation and differen-
tiation (reviewed in [1]). Alterations in these complex regu-
latory networks contribute to the abnormal cell physiology 
responsible for benign prostate hyperplasia (BPH), prostatic 
intraepithelial neoplasia (PIN) and malignant prostate tumors 
[2-4]. Prostate cancer (PC) is the most frequently diagnosed 
neoplasm and the second leading cause of cancer-related 
death in men in western countries [5], therefore much effort 
has been devoted to studying its etiology and to developing 
effective therapies against this disease. The prostate consists 
of glandular epithelium surrounded by fibromuscular stroma. 
Over 90% of prostate tumors arise within the glandular 
epithelial cell compartment [6]. For that reason, the elucida-
tion of the molecular mechanisms that regulate epithelial cell 
proliferation and differentiation is an essential step towards 
understanding the basis of oncogenic transformation in the 
prostate gland. Among the endocrine hormones, androgens 
play a pivotal role in PC etiology because they are required 
for prostate epithelial cell growth and survival of both nor-
mal and malignant tissues [7, 8]. 
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Prostate epithelium is composed of two histologically 
distinct layers, a basal cell layer and a luminal secretory cell 
layer. There are at least three distinct major cell types in 
prostate epithelium [9-11]: basal cells found underlying ba-
sal membrane; differentiated luminal cells that produce 
prostatic secretory proteins; and neuroendocrine cells scat-
tered between the basal and luminal layers that secrete neu-
roendocrine peptides. The basal layer is the proliferative 
compartment of the prostate epithelium and there is a small 
subpopulation of basal cells that are thought to be true pluri-
potent stem cells [12-14]. These stem cells give rise initially 
to the so-called transit-amplifying cells that undergo further 
proliferation and differentiation to intermediate epithelial 
cells that will finally generate the terminally differentiated 
luminal secretory cells. 
Responsiveness of normal and transformed prostate cells 
to androgenic stimulation is determined by the expression of 
the androgen receptor (AR), a member of the nuclear recep-
tor (NR) superfamily of ligand-dependent transcription fac-
tors [15]. Basal and transit-amplifying cells do not express 
androgen receptors and intermediate cells express AR pro-
tein at a very low level, however, all these cells require criti-
cal levels of androgen-stimulated paracrine growth factors 
for their proliferation but not for survival [11]. AR expres-
sion increases all along epithelial cell differentiation process 
reaching a maximum level in terminally differentiated lumi-
nal secretory cells. Luminal cells are non-proliferating but 
require constant androgen stimulation for survival [16]. 
Thus, androgen signaling plays a pivotal role in the control 
of growth, function and proliferation of prostate epithelial 
cells. Androgens are not tumorigenic per se, but they are 
essential for the growth and perpetuation of tumor cells, 
hence androgen-suppressing strategies have been widely 
used for the management of PC since the pioneering works 
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of Huggings and Hodges in the early 1940s (reviewed in 
[17]). The most common PC therapy is androgen elimination 
combined with antiandrogen treatment (termed maximal 
androgen blockade). However, most prostate tumors eventu-
ally become insensitive to this treatment and recur. The ma-
jority of such tumors continue to express AR but they are 
refractory to antiandrogen therapy. One of the fundamental 
challenges for researchers studying PC is understanding the 
pathways that lead to the transition to such so-called andro-
gen independent prostate cancer (AIPC). Several mecha-
nisms have been proposed to explain the appearance of 
AIPC including mutations in AR, changes in the levels of 
AR and/or its coactivators and ligand-independent activation 
of AR through crosstalk with other signaling pathways (re-
viewed in [7, 18-20]). Several major signaling pathways 
have been shown to affect AR function, such as growth fac-
tor receptor signaling, Mitogen activated protein kinase sig-
naling (MAPK), cytokine signaling and Wnt signaling (re-
viewed in [21]). In recent years accumulating evidence sug-
gests that another major signaling pathway, Notch signaling, 
might be tightly intertwined with androgen signaling, con-
tributing directly to the regulation of prostate gland devel-
opment and function. In addition, several experimental ob-
servations indicate that aberrations in the expression of com-
ponents of the Notch signaling pathway and/or alterations in 
the molecular mechanisms of crosstalk between Notch sig-
nals and AR may have a role in the origin and development 
of PC. The purpose of this review is to highlight these recent 
evidences linking Notch and AR regulatory axes and to dis-
cuss the possible role for Notch signaling as a potential PC 
therapeutic target. 
NOTCH SIGNALING 
Overview of the Notch Signaling Pathway 
The Notch signaling pathway represents a major regula-
tor of gene expression that plays a central role in cell fate 
decisions in metazoans, acting through local cell-cell interac-
tions (reviewed in [22]). Notch ligands and receptors are 
single-pass transmembrane proteins with large extracellular 
domains. Thomas Hunt Morgan first identified notch in 1917 
and the gene was named after the notches that appear at the 
end of wing blades of fruit flies lacking a gene copy. Notch 
receptors and their ligands have since been identified in vir-
tually all metazoans. In mammals there are four different 
Notch receptors (NOTCH1-4, [23-27]) and five known 
Notch ligands named Delta-like1, -3 and –4 (DLL1, DLL3, 
DLL4, [28-30]) and Jagged1 and Jagged2 (JAG1 and JAG2, 
[31, 32]). The extracellular domains of all these proteins 
consist primarily of a variable number of epidermal growth 
factor (EGF)-like repeats responsible for the receptor-ligand 
interaction [33, 34]. The Notch signaling pathway is initiated 
when receptor-bearing cells interact with Notch ligands pre-
sent on adjacent cells. This leads to two consecutive prote-
olytic cleavage events in the Notch receptor. The first cleav-
age is catalyzed by a member of the ADAM (A disintegrin 
and metalloprotease) family of metalloproteases and it sheds 
the extracellular portion of the Notch receptor [35]. This is 
followed by the action of gamma-secretase that hydrolyzes a 
peptide bond within the transmembrane domain releasing the 
Notch intracellular domain (NICD), which then translocates 
to the nucleus [36]. There, NICD binds to a transcriptional 
regulator known as CBF1/Su(H)/LAG-1 (CSL). In the ab-
sence of NICD, CSL inhibits expression of target genes by 
recruiting transcriptional corepressors such as NCoR, 
SHARP and CtBP [37, 38]. Interaction with NICD releases 
these corepressor complexes and allows the recruitment of 
transcriptional coactivators including MAML1 (mastermind-
like 1) and histone acetyltransferases [39, 40]. The effects 
downstream of the NICD-CSL interaction are not completely 
understood, but the best characterized target genes directly 
activated by NICD-CSL are members of the bHLH-orange 
superfamily of transcriptional repressors [41-43]. Upon 
Notch activation the expression of several members of this 
family increases and they modulate cellular responses by 
suppressing expression of downstream target genes, consti-
tuting a transcriptional regulatory cascade. This is a simpli-
fied model of the so-called “classical” Notch pathway, al-
though there is evidence for other less understood CSL inde-
pendent signaling pathways triggered by Notch activation 
designated the “non-classical” pathway. It is beyond the 
scope of this review to describe in detail the complexities of 
the Notch pathway. 
Notch Function 
Notch signaling is an evolutionarily conserved mecha-
nism that participates in the development of multicellular 
organisms during embryonic and postnatal development. 
Signals between adjacent cells mediated by Notch receptors 
are key players in cell fate determination, regulating proc-
esses such as lateral inhibition and lineage decision in tissues 
derived from all three primary germ layers. Thus, this jux-
tacrine pathway modulates in a precise way other short- and 
long-range signals required for normal development of the 
organism. During development, phenotypic differences arise 
in neighboring cells, caused by stochastic events, intrinsic or 
extrinsic factors. These subtle differences are stabilized and 
amplified through changes in expression of Notch ligands 
and receptors, and the downstream intracellular cascades 
triggered by the activation of Notch signals. In addition to 
their vital role during embryonic development, Notch signals 
regulate the equilibrium between stem-cell maintenance, 
binary cell-fate decisions and induction of differentiation 
required for homeostasis in self-renewing tissues in adult 
organisms. Due to historic reasons, the roles of Notch signal-
ing during embryonic development have been particularly 
subject to extensive characterization; however, subsequent 
studies have also demonstrated a central role for Notch sig-
nals in the regulation of other important cellular processes 
including apoptosis, migration, and adhesion, further rein-
forcing the biological relevance of this cell-cell communica-
tion mechanism [44, 45]. 
It is noteworthy to mention that the Notch signaling cas-
cade, although very simple in the basic core components 
responsible for the initiation of the signal, which are con-
served through evolution, can be modulated by signal 
strength, timing, cell type and context. Therefore, Notch ac-
tivation can have different or even opposing effects depend-
ing on the cellular context or its integration with other sig-
naling pathways. 
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The Role of Notch in Carcinogenesis  
Cancer comprises a group of diseases characterized by an 
abnormal development of cells proliferating in an uncon-
trolled way. The key role of Notch in the regulation of cell 
proliferation, differentiation and apoptosis make this path-
way an obvious candidate to participate in the origin and/or 
progression of tumors when alterations in its normal function 
occur. The first evidence for an oncogenic role of Notch was 
identified in human T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-
ALL) [46]. The chromosomal translocation t(7;9) in human 
T-ALL results in deregulated expression of a truncated, con-
stitutively active NOTCH1 receptor lacking most of its ex-
tracellular domain. Recent studies have shown that activating 
mutations of NOTCH1 are present in more than 50% of hu-
man T-ALLs [47], supporting a critical role for NOTCH1 as 
an oncogene in this type of cancer (reviewed in [48]). The 
expression of constitutively active NOTCH4 receptors also 
causes mammary tumors in mice [26, 49] and activated 
NOTCH1 signaling contributes to the neoplastic phenotype 
in human RAS-transformed cells [50]. Although truncated 
forms of all four Notch receptors have transforming potential 
in vitro [51] and in animal models (reviewed in [52]), onco-
genic Notch receptors do not usually have full transforming 
potential and they frequently collaborate with other oncopro-
teins during carcinogenesis. 
To date, gain of function mutations in Notch receptors 
have not been found in human solid tumors. However there 
is increasing evidence that Notch signals are oncogenic in 
many tissues, and aberrant expression of Notch receptors, 
ligands, modulators and targets has been observed in a grow-
ing number of tumors, including highly prevalent types of 
cancer such as breast, lung, prostate, ovarian and pancreatic 
carcinomas [52-54]. 
In keeping with the great context-dependency of the out-
come of Notch activation, Notch signaling in tumorigenesis 
is not always associated with an oncogenic role induced by 
its aberrant stimulation. There is clear evidence demonstrat-
ing that Notch can also act as a tumor suppressor in certain 
types of cancers [52, 53]), particularly skin cancer. In the 
epidermis, Notch signaling is required for keratinocyte 
growth arrest and entry into differentiation [55]. Moreover, 
conditional ablation of Notch1 in murine epidermis causes 
epidermal hyperplasia, skin tumors and facilitates chemical-
induced skin carcinogenesis [56], and transgenic mice ex-
pressing a dominant negative form of MAML1, a pan-Notch 
inhibitor, develop cutaneous squamous cell carcinomas [57]. 
These observations indicate an antioncogenic role of Notch 
signaling in the epidermis. Whether this tumor suppressor 
role of Notch signaling is extended to other tissues remains 
to be established. 
NOTCH SIGNALING AND PROSTATE BIOLOGY 
Notch Signaling in Prostate Development 
Table 1 summarizes currently available data on the role 
of Notch signaling in prostate development. The first evi-
dences indicating that Notch signaling may be involved in 
prostatic development came from experiments performed 
with rodent models by Gao and colleagues [58]. The previ-
ously documented relevance of cell-cell interactions in the 
regulation of proliferation, differentiation and tumorigenesis 
of prostate epithelial cells [6, 59-61] prompted them to study 
a possible direct role for Notch signaling in the regulation of 
those processes. To do so, they first examined the expression 
patterns of Notch1 mRNA during rodent prostatic develop-
ment, using quantitative RT-PCR analysis and in situ hy-
bridization techniques. These studies on endogenous Notch 
expression were complemented with the characterization of 
mice containing a transgene of green fluorescent protein 
(GFP) under the control of the Notch1 promoter, wherein 
Notch1-expressing cells fluoresce green [62]. They found 
that Notch1 was expressed at high levels in the developing 
prostate at postnatal day 1 to postnatal day 10, and its ex-
pression was down-regulated in adult animals. Before post-
natal day 5 all cells in the prostatic epithelium possess pro-
genitor cell characteristics, and they observed that all these 
proliferating cells express Notch1 together with cytokeratin-
Table 1. Notch Signaling in Prostate Development 
 
Experimental model Phenotype or findings 
Notch1-GFP transgenic mice Notch1 expression is spatially and temporally regulated during prostatic development [58, 62] 
Normal human prostate epithelial cell cultures Notch1 and Jagged1 expression is lost during prostate epithelial cell differentiation [63] 
Human prostate epithelial cells grown in  
low-calcium medium 
Notch1 is required for survival but prevents differentiation of transit-amplifying cells [65, 66] 
Androgen-induced regrowth in the castrated rat 
ventral prostate 
Androgen receptor stimulation in vivo represses Notch signaling [74] 
Selective ablation of Notch1 expressing cells in 
transgenic mice 
Ablation of Notch1-expressing cells inhibits prostatic branching morphogenesis during  
development and regrowth following castration and androgen replacement [78] 
Treatment of ex-vivo prostate explants with  
inhibitors of gamma-secretase 
Inactivation of Notch signaling enhances proliferation but prevents differentiation of prostate 
epithelial cells [80] 
Interferon-inducible Notch1 knockout mouse model Deletion of Notch1 increases epithelial cell proliferation and impairs luminal cell differentiation 
[80, 83] 
Benign human prostate sections and benign human 
prostate cell explants 
Notch1 is upregulated in differentiation of prostate epithelia and the novel prostate progenitor 
marker DLK1 is downregulated by Notch signaling in intermediate cells [64] 
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14, a marker for epithelial basal cells. From this homogene-
ous population, some epithelial cells undergo differentiation 
giving rise to the intermediate epithelial cell types and the 
terminally differentiated luminal epithelial cells, which lose 
cytokeratin 14 expression, whereas others remain prolifera-
tive and stay in the basal layer. Notch1 expression was only 
maintained in the basal cells, cytokeratin 14-positive cells, 
indicating that Notch expression is associated with the basal 
cell population. Therefore, NOTCH1 signaling might be 
involved in the acquisition of luminal versus basal cell iden-
tity in the prostatic epithelium. A similar restriction of 
NOTCH1 expression to progenitor cells has also been de-
scribed in the nervous system, where NOTCH1 usually is 
expressed in neural progenitor cells but terminally differenti-
ated neurons do not express Notch receptors [22]. This study 
was restricted to a single Notch receptor subtype, but the 
highly regulated dynamics of Notch1 expression strongly 
suggested a critical role for Notch signaling during prostatic 
development modulating prostate epithelial cell proliferation 
and differentiation. 
Independent studies confirmed that expression of 
NOTCH1 receptor and its ligand Jagged1 is restricted to 
basal and immature intermediate prostate epithelial cells. 
Tran et al. characterized the phenotype and growth charac-
teristics of human prostate epithelial cells growing in vitro 
[63]. They found that expression of prostate stem cell anti-
gen (PSCA), a cell surface antigen expressed in normal pros-
tate epithelial cells that is overexpressed in prostate tumors, 
is a unique marker of late transit-amplifying prostate epithe-
lial cells. These cells co-express basal and secretory cy-
tokeratins and have a phenotype intermediate between pure 
basal and secretory cells. Their analysis showed that expres-
sion of NOTCH1 and Jagged1 is absent in PSCA-positive 
cells, indicating that their expression is restricted to basal 
and early intermediate precursors. Therefore, transit-
amplifying cells have heterogeneous phenotypes; NOTCH1 
and Jagged1 expression is only maintained in a subpopula-
tion of early transit-amplifying cells but their expression is 
lost in more differentiated PSCA-positive cells. 
A recently published article by Ceder and co-workers de-
scribe differing results regarding the expression of NOTCH1 
and Jagged1 during prostate epithelial cell differentiation 
[64]. The expression of Notch-protein family members was 
determined by immunohistochemical analysis in normal 
prostate sections obtained from the transition zone of pros-
tate cancer patients who had undergone radical prostatec-
tomy. They found that the exocrine luminal cell layer was 
positive for NOTCH1 and Jagged1 expression but the basal 
layer was negative for NOTCH1 and Jagged1 immunoreac-
tivity, in opposition to the previously discussed reports [58, 
63]. This discrepancy may reflect intrinsic differences be-
tween the experimental models; mice models [58], human 
prostate epithelial cells growing in vitro [63], and fixed hu-
man prostate sections [64]. However, no nuclear NOTCH1 
staining was detected in the luminal epithelial cells, suggest-
ing inactive Notch signaling despite expressing high levels 
of NOTCH1 and Jagged1. Further studies in this field are 
needed to elucidate the cause for the conflicting results, al-
though all mentioned reports suggest that Notch signaling 
plays a critical role during prostate epithelial cell differentia-
tion. Ceder et al. also described that Delta-like 1 homolog 
(DLK1), a transmembrane and secreted protein with homol-
ogy with Notch ligands that lacks a critical receptor-binding 
domain, is downregulated by Notch signaling in prostate 
intermediate cells in human prostate explant cultures [64]. 
DLK1 is a candidate basal cell marker and Notch signals 
may allow early luminal commitment and inhibit neuroendo-
crine differentiation in part by downregulating DLK1. The 
authors propose that alterations in Notch signaling in pros-
tate stem or intermediate cells could abrogate terminal lumi-
nal differentiation and cause hyperplasia. 
Additional support for a central role of Notch signaling in 
the control of prostate epithelial biology came from recent 
work by John T. Isaacs and co-workers [65, 66]. One of the 
fundamental constraints for PC research has been the lack of 
adequate in vitro human cell line models. Cells from prostate 
carcinomas have proven to be one of the most difficult cell 
types from which to establish cell lines. Seventeen human 
prostate carcinoma cell lines have been well-characterized 
[67], but most in vitro studies have been performed using the 
three earliest established prostate carcinoma cell lines, which 
either contain a mutation in the AR gene that creates a pro-
miscuous AR able to bind to and be activated by other ster-
oids (LNCaP), or do not express AR (DU 145 and PC-3). 
These cell models have contributed significantly to our un-
derstanding of prostate cancer, but they cannot help us to 
elucidate the molecular pathways responsible for the devel-
opment of PC at its early stages or to explain the causes of 
the AIPC phenotype observed in PC cells still expressing 
wild-type AR. In attempts to circumvent this problem, sev-
eral groups have established new prostate cancer cell lines 
from human primary prostate tumors using low calcium 
(<300 ?mol/L), serum-free, growth factor-defined cell cul-
ture medium (that is in contrast to previously generated hu-
man PC cell lines that were originally established with and 
maintained in 10% fetal calf serum medium in which cal-
cium is between 650 and 1,860 ?mol/L). Under these culture 
conditions it was documented that from all non-transformed 
prostate epithelial cell populations, only transit-amplifying 
cells survive and these can be propagated for up to 10 serial 
passages [11, 63, 68]. To test whether in those cell culture 
conditions the non-transformed transit-amplifying cells de-
rived from normal contaminating prostate epithelium were 
outgrowing cancer cells, Isaacs´ laboratory carried out a 
thorough characterization of prostate cell cultures derived 
from radical prostatectomy specimens [65]. As a result they 
observed that, in low calcium, serum-free, growth factor-
defined medium, what grows are not truly prostatic cancer 
cells but basally derived normal transit-amplifying cells. One 
of the critical reasons that explains the selective outgrowth 
of the normal transit-amplifying versus cancer cells is the 
differential effect of low-calcium conditions on the structure 
of NOTCH1 receptor. As discussed above, basal cells and 
early transit-amplifying cells express the receptor NOTCH1 
and its ligand Jagged1. In low calcium medium, NOTCH1 
receptor is conformationally in a constitutively active form 
allowing cell autonomous signaling independently of cell-
cell interactions [69]. This ligand independent activation of 
Notch signaling contributes to the survival of transit-
amplifying cells even in low cell density cultures. The addi-
tion of gamma-secretase inhibitors (GSIs) to prostate epithe-
lial cell cultures, at concentrations that inhibit the production 
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of the NICD transcription factor, was toxic, and there were 
no viable cells after 5 days of such treatment [65]. These 
results indicate that survival of prostate transit-amplifying 
cells requires unique NOTCH1 mediated signaling, strength-
ening the notion that Notch signals play an important role in 
the regulation prostate epithelial biology. Their results also 
suggest that transformed epithelial cells either do not express 
NOTCH1 receptor, or, because of the different cell-context, 
its activation is not sufficient to promote cell survival. At the 
1 to 2 mmol/L physiological tissue calcium level, NOTCH1 
signaling is not cell autonomous and it requires ligand-
dependent activation. Under those conditions NOTCH1 sig-
naling is no longer required for survival but instead contrib-
utes to stimulate proliferation of prostatic cancer cells. The 
authors of this study suggest that these characteristics are 
consistent with the ability of PC to metastasize to bone, a 
tissue with high calcium levels. 
Mechanisms of Crosstalk Between Notch and Androgen 
Signaling 
More evidence for a possible direct role for Notch signal-
ing in modulating prostate physiology derived from bio-
chemical studies performed to characterize the molecular 
mechanism of action of NRs. AR belongs to the NR super-
family of ligand-dependent transcription factors. The ability 
of NRs to activate gene transcription depends on the re-
cruitment of coactivator protein complexes with enzymatic 
activities that reorganize chromatin. Amongst the best char-
acterized are the p160 family of coactivators, SRC1/NCoA1, 
TIF2/ NCoA2 and AIB1/NCoA3 [70], which interact di-
rectly with ligand-bound NRs and serve as platform proteins 
recruiting both enzymes that catalyze posttranslational modi-
fications [71] and ATP-dependent-chromatin remodeling 
complexes [72]. A yeast two-hybrid screen performed with 
the highly conserved bHLH-PAS N-terminal domain of 
SRC1 as bait identified a downstream target of Notch signal-
ing, named HEY1 (hairy/Enhancer-of-split related with 
YRPW motif 1), as an SRC1-interacting protein [73]. Upon 
Notch activation, HEY1 expression is increased and it accu-
mulates in the nuclei, acting as a transcriptional repressor of 
Notch target genes. Further functional characterization of 
this association demonstrated that HEY1 interacts directly 
with both SRC1 and the AR, and specifically represses tran-
scription from AR-dependent promoters. Although SRC1 
functions as a common coactivator for all NRs, HEY1 did 
not repress any of the other NRs tested. Another member of 
the HEY family that mediates Notch signaling, HEY2, was 
also able to specifically repress AR-dependent transcrip-
tional activity. The mechanisms by which HEY1 and HEY2 
repress AR, and the functional consequences of this interac-
tion in vivo, remain to be elucidated. However, these in vitro 
experiments suggest that changes in endogenous levels of 
HEY1 in the cell, induced by Notch activation, have the po-
tential to modulate cellular responses to testosterone, provid-
ing a molecular mechanism of coordination between long 
distance endocrine signals and cell-to-cell juxtacrine com-
munication. 
The negative feedback between androgen-dependent sig-
nals and Notch pathway may possibly occur in a reciprocal 
manner, based on recent gene profiling experiments de-
scribed by Nantermet et al. [74]. To identify the androgen-
responsive genetic pathways that regulate prostate cell divi-
sion and differentiation they examined changes in global 
gene expression in the ventral prostate after DHT administra-
tion to androgen-depleted rats. Among the transcripts ex-
pressed significantly differently they observed that AR 
stimulation repressed expression of Notch1 and its ligand 
Jagged1, also a negative regulator of Notch signaling, Sel11 
[75], was induced, indicating that DHT might inhibit Notch 
signaling. Their results, on one hand, reinforce the idea that 
Notch signals play a role in the regulation of prostate cell 
growth and proliferation, and, on the other, suggest that in 
vivo AR stimulation modulates Notch signaling in the pros-
tate gland in a negative way. This study, along with the re-
ported repression of AR activity by HEY1, a Notch target 
[73], provides a mechanism for reciprocal negative feedback 
between androgen-dependent gene regulation and Notch. 
However, these large-scale gene expression analysis need to 
be validated by more experimental evidence and a detailed 
study of the prostate epithelial cell types involved in the 
crosstalk is lacking.  
In light of recent results from Isaacs laboratory [66], the 
direct role of HEY1 as an AR corepressor may in part ex-
plain the molecular mechanisms by which activated Notch 
signaling regulates prostate epithelial cell growth and differ-
entiation. Continuing with their characterization of several 
nonimmortalized and immortalized human prostate epithelial 
cell lines and the consequences of maintaining them in low-
calcium medium (i.e., subject to continuous, cell autono-
mous, activation of NOTCH1 receptor), they studied the 
effects of NOTCH1 signaling on differentiation of interme-
diate cells in vitro. These cells fail to undergo full differen-
tiation in vitro into mature, AR-expressing, luminal-
secretory cells. Such inability is, at least in part, due to the 
continuous activation of NOTCH1 receptor that induces the 
expression of its downstream effector HEY1. HEY1 act as a 
transcriptional corepressor both for members of the family of 
GATA transcription factors [76, 77] and AR [73]. Thus, it 
has been proposed that HEY1 prevents the expression of 
GATA- and AR-regulated genes required for further differ-
entiation of transit-amplifying cells into luminal-secretory 
cells. In agreement with this observation, human prostate 
cancer cell lines that are grown in high calcium containing 
medium do not express HEY1, which is consistent with their 
advanced luminal-secretory differentiation status [66]. 
Mouse Models 
The critical role of Notch signaling in the control of pros-
tate cell growth and differentiation suggested by the previ-
ously discussed studies, performed using in vitro models, has 
recently been confirmed by using animal models in ex vivo 
and in vivo systems. Wang et al. established a transgenic 
mouse line in which Notch1-expressing cells can be selec-
tively ablated [78]. Specific targeting was achieved by ex-
pressing the bacterial nitroreductase, an enzyme that cata-
lyzes its substrate into a cytotoxin capable of inducing apop-
tosis, under the Notch1 promoter. Cells that express ni-
troreductase are selectively killed when exposed (in vitro or 
in vivo) to the prodrug CB1954. This experimental approach 
allowed them to target the cytotoxin to Notch1 expressing 
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cells at various developmental time points using two sys-
tems: ex-vivo organ culture of early postnatal prostates, and 
in vivo re-growth of prostate in castrated mice following 
testosterone replacement. Their results showed that elimina-
tion of Notch1-expressing cells inhibited the branching 
morphogenesis, growth and differentiation of early postnatal 
prostate culture and impaired prostate regeneration triggered 
by hormone replacement in castrated mice. These observa-
tions reinforce the idea that NOTCH1-expressing cells are 
important for prostate epithelial cell growth and proliferation 
and supported their hypothesis that NOTCH1-positive cells 
define progenitor cells in the prostate epithelium. In addition, 
they found that NOTCH1 mRNA expression was elevated in 
the prostate following castration but it returned to nearly 
normal levels after 3 days of hormone replacement, indicat-
ing that the proposed reciprocal negative feedback between 
Notch and androgen signaling [73, 74, 79] may indeed occur 
in vivo. 
Subsequent studies from the same laboratory further ex-
ploited the ex-vivo prostate culture model to investigate how 
inactivation of Notch signaling affects the growth of rat neo-
natal prostate [80]. To do so, they used inhibitors of gamma-
secretase, the enzyme responsible for the proteolytic step that 
leads to the generation of NICD. These GSIs block the re-
lease of NICD and, as a result, prevent the expression of 
Notch downstream effectors [36, 81, 82]. Inactivation of 
Notch signaling in prostate explants greatly enhanced prolif-
eration of prostate epithelial cells but prevented luminal cell 
differentiation. The majority of epithelial cells in prostates 
treated with GSIs co-express cytokeratins 8 and 14, indicat-
ing that they are immature progenitor cells and that segrega-
tion of cytokeratin 8-positive luminal and cytokeratin14-
positive basal cells is inhibited. These effects on prostate 
epithelial cell proliferation and differentiation also resulted 
in profound morphologic alterations, causing reduced 
branching morphogenesis and enlarged epithelial tubules in 
GSI-treated prostate explants. Wang and colleagues also 
used a previously described interferon-inducible Notch1 
gene deletion mouse model [83] to examine the effect of 
inactivation of Notch pathway on prostate growth and differ-
entiation in vivo. Histological analysis was carried out using 
prostates harvested 3 weeks after Notch1 deletion (at a stage 
corresponding to postnatal days 36-40). In Notch1 knockout 
mice, they observed several significant architectural changes, 
including increased tufting and bridging, and the normal 
columnar morphology of luminal epithelial cells or the lami-
nal nature of basal cells was not properly maintained [80]. 
Moreover, in keeping with the results derived from ex vivo 
prostate explants, they observed an increased epithelial pro-
liferation and enrichment in cell populations that co-express 
luminal and basal cell markers. Both experimental ap-
proaches have drawbacks, because GSIs can affect other 
biological pathways modulated by gamma-secretases, and 
systemic effects on prostate physiology derived from dele-
tion of Notch1 in all NOTCH1-expressing tissues cannot be 
ruled out, but taken together, these results suggest that Notch 
signaling (i) has an inhibitory role on prostate epithelial cell 
growth and expansion; and (ii) it facilitates proper luminal 
cell differentiation and epithelial layer segregation. Their 
findings clearly demonstrate that intact Notch signaling is 
required for correct prostate development, although the mo-
Table 2. Notch Signaling in Prostate Cancer 
 
Experimental model Phenotype or findings 
Transgenic Adenocarcinoma of Mouse Prostate (TRAMP) model Notch1 expression is elevated in malignant prostatic epithelial cells [58, 85] 
Human prostate cancer cell lines 
(DU145, LNCaP and PC-3) 
Constitutive activation of Notch signaling inhibits cell proliferation [58] 
Osteoblastic skeletal prostate metastatic cancer cell lines and human 
clinical samples from prostate cancer bone metastases 
Notch signaling is required for the development of osteomimetic properties in pros-
tate cancer bone metastases [87] 
LNCaP cell line Jagged1 is an androgen-regulated gene [90-92] 
Tumor and benign prostate samples from patients High Jagged1 expression is associated with prostate cancer metastasis and recur-
rence [91] 
Human prostate cancer cell lines (DU145, LNCaP, PC-3 and C4-
2B) 
Downregulation of Jagged1 induces cell growth inhibition and S-phase arrest [93] 
Human primary prostate tumors and benign prostatic hyperplasia 
samples 
HEY1, a mediator of Notch signaling, is excluded from the nuclei in cancer cells 
[73] 
Tumor and benign prostate samples from patients NOTCH1 and HEY1 genes are significantly downregulated in human prostate ade-
nocarcinomas [80] 
LADY transgenic mouse model of prostate cancer Notch1 expression is increased in developing tumors but not in the established tu-
mors [94] 
Xenograft models with tumors derived from human cancer cell lines 
(PC-3) 
DLL4 Notch ligand regulates tumor angiogenesis, improves tumor vascular func-
tion, and promotes tumor growth in vivo [96] 
Prostate cancer mouse model 12T-10 and the derivative allograft 
model NE-10 
HES1 expression is lost in neuroendocrine prostate tumors [98] 
Human prostate tumor samples There is a positive correlation between hASH1 expression and prostate tumor neu-
roendocrine differentiation [99] 
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lecular mechanisms by which Notch signals modulate pros-
tate cell proliferation and differentiation are still unknown. 
NOTCH SIGNALING AND PROSTATE CANCER 
All the experimental evidence described in the previous 
section indicates that Notch signaling plays a key role in the 
control of proliferation, differentiation and survival of pros-
tate epithelial cells. Nearly all prostate adenocarcinomas 
originate within this prostate cell population; therefore it is 
predictable that alterations in the correct function of Notch 
signaling may contribute to the origin and progression of 
prostate cancer. Indeed, since the early studies linking the 
Notch pathway to prostate physiology, most laboratories 
working in the field have also characterized the expression of 
components of this pathway in established prostate cancer 
cell lines and human tumor samples, trying to correlate these 
data with effects on prostate cancer cell growth in vitro and 
in vivo (reviewed in [84]). Below we will summarize the 
aforementioned studies (see also Table 2). 
The initial identification of Notch1 regulated expression 
during murine prostate development prompted Shou and 
colleagues to examine the expression of Notch1 in transgenic 
adenocarcinoma of the mouse TRAMP prostate cancer 
model [85]. These mice were generated by using the prostate 
luminal cell-specific rat probasin promoter to derive expres-
sion of the simian virus 40 large-tumor antigen coding re-
gion. Mice expressing the transgene display progressive 
forms of prostatic carcinomas with neuroendocrine features. 
In situ hybridization experiments showed that in TRAMP 
mice normal mature prostate Notch1 expression is either 
undetectable or very low, but malignant and metastatic pros-
tate cells express high levels of Notch1 [58]. A parallel study 
of Jagged1 expression revealed that it was not detectable in 
the malignant epithelial cells in TRAMP tumors or in normal 
prostatic epithelium in wild-type mice, suggesting that in 
those tumor cells Notch signaling is not physiologically acti-
vated, or that its activation rely on different ligands or cros-
stalk with other signaling pathways. Notch1 expression is 
associated with basal cell population during normal prostatic 
development, however, in the malignant cells of TRAMP, 
Notch1 expression is uncoupled from cytokeratin 14, a basal 
cell marker. This result, together with the theoretical lumi-
nal-cell specific targeting of probasin promoter, indicate that 
the TRAMP luminal tumor cells could probably undergoing 
a dedifferentiation process, associated with increased prolif-
eration and abnormally elevated Notch1 expression. 
Shou and colleagues also examined expression of Notch1 
and its ligands in the established human prostate cancer cell 
lines (LNCaP, DU 145 and PC-3). Notch1 was expressed at 
various levels in these cell lines, showing the highest level in 
LNCaP cells. Conversely, expression levels of Notch ligands 
are low or undetectable in those cell lines. Interestingly, 
overexpression of the constitutively active form of NOTCH1 
inhibited cell proliferation in all three prostate cancer cell 
lines [58]. Whether this reduction in the proliferation caused 
by NOTCH1 activation is due to an increase in the number 
of cells undergoing terminal differentiation and becoming 
mitotically inactive remain to be demonstrated. Another in-
dependent study showed that NOTCH1 and NOTCH2 
mRNAs were expressed in prostate cancer cell lines 
(LNCaP, PC-3 and PC-3M) whereas NOTCH3 and 
NOTCH4 mRNAs were not detected [86]. The Notch 
ligands Jagged1, Jagged2 and DLL1 were expressed in all 
three prostate cancer cell lines, and their expression levels 
were significantly higher in those cell lines relative to the 
levels observed in normal prostate cells (PNT2 cell line). 
Another study has shown that among human prostate 
cancer cell lines, those with osteomimetic properties express 
higher levels of Notch1 expression [87]. Prostate cancer me-
tastasizes preferentially to the skeleton and elicits osteoblas-
tic lesions by unknown mechanisms [88], and it has recently 
been described that Notch signaling positively regulates os-
teoblastic cell differentiation [89]. Based on those evidences 
Zayzafoon and colleagues examined the role of Notch sig-
naling during the development of osteomimetic properties of 
prostate cancer bone metastases [87]. They found that 
NOTCH1 expression is greatly increased (4-5 fold) in two 
osteoblastic skeletal prostate metastatic cancer cell lines (C4-
2B and MDA-PCa-2b cells) when compared with non-
skeletal metastatic cancer cell lines (LNCaP and DU 145). 
Immunohistochemical studies showed that NOTCH1 is also 
expressed in human clinical samples from osteoblastic pros-
tate cancer metastasis. NOTCH1 ligand DLL1 was expressed 
at high levels only in C4-2B cells, suggesting that Notch 
signaling can be activated in this cell line without addition of 
exogenous factors. The expression of other Notch receptors 
and their ligands was also examined but showed no signifi-
cant correlation between skeletal and nonskeletal metastatic 
cell lines. Using C4-2B cells as in vitro model to study min-
eralization in osteogenic medium they observed that the con-
comitant activation of the ERK and Notch pathways is criti-
cal for the ability of prostate cancer metastases to acquire 
osteoblast-like properties. Their results indicate that deregu-
lation of Notch pathway may influence prostate cancer cells 
not only during the initial stages of the tumor in the prostate 
epithelium but also during the establishment of metastatic 
lesions. 
More evidences for a functional relationship between an-
drogen signals and Notch pathways were obtained by Martin 
et al. [90] by using a high throughput quantitative proteomic 
analysis of proteins secreted by LNCaP cells. This prostate 
cancer cell line was grown in a low protein-defined media 
under androgen-stimulated and androgen-starved conditions. 
Proteomic analysis of the media, verified by Western blot 
analysis, showed that androgens increased the levels of se-
creted Jagged1 and NOTCH2 extracellular domains. This 
observation reinforces the interesting possibility that hor-
mone-mediated alterations in the expression of Notch path-
way components may help to the integration of endocrine 
signals with cell-to-cell communication dependent on Notch 
receptors. In opposition to the previously discussed data 
from Nantermet et al. [74], which revealed changes in the 
expression of Notch components induced by androgen 
stimulation in the prostate suggesting an inhibition of Notch 
signaling, activation of androgen receptor in LNCaP cells 
correlates with an apparent increase in Notch signaling. This 
discrepancy may occur because both studies analyze differ-
ent experimental models (changes induced in vivo in the rat 
prostate heterogeneous cell population versus in vitro effects 
on the established human LNCaP cell line) but it is tempting 
to speculate that they may reflect alterations in the mecha-
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nisms of crosstalk between the androgen signaling and the 
Notch pathway associated with the oncogenic phenotype. 
More research is needed to understand the molecular mecha-
nisms that mediate the integration of these two signaling 
pathways in the prostate. 
Santagata et al. have recently reported the first clinical 
breakthrough indicating that alterations in the expression of 
some components of Notch signaling are associated with 
prostate cancer in human patients [91]. They carried out an 
immunohistochemical analysis of Jagged1 protein expres-
sion in human prostatic specimens, revealing that Jagged1 
expression was increased significantly in clinically localized 
prostate cancer versus benign prostate tissue. Moreover, Jag-
ged1 staining intensity was also increased in metastatic tu-
mor as compared with either clinically localized prostate 
cancer or benign prostate tissue. Therefore, their data dem-
onstrated an association between increased Jagged1 expres-
sion and progression from localized to metastatic prostate 
cancer (based on immunohistochemical analysis performed 
in tumor samples from 154 patients). Interestingly, high Jag-
ged1 expression was significantly associated with recur-
rence, indicating that Jagged1 expression may be a useful 
marker to facilitate differentiating indolent from more ag-
gressive prostate cancer. It is noteworthy to mention that in 
order to reach statistical significance they used only the 
maximum intensity values for each patient, reflecting the 
heterogeneous nature of prostate cancer. Thus, as they sug-
gest, broad tissue sampling may be needed to maximize the 
possible predictive power of Jagged1 expression. In addition 
to the valuable clinical study, Santagata et al. also reported 
that the intracellular levels of Jagged1 protein in LNCaP 
cells increased after incubation with synthetic androgen ana-
logs, confirming that Jagged1 expression increases in andro-
gen-stimulated LNCaP cells [90]. Velasco et al. further 
demonstrated that Jagged1 is an androgen-regulated gene in 
LNCaP cells by using DNA microarray analysis [92]. 
Taken together, the results discussed above suggest that 
there is a direct impact of androgen-dependent signals on the 
modulation of Notch pathway and dysregulation of Jagged1 
expression may play a role in prostate cancer cell growth and 
progression to metastatic disease. With the aim to elucidate 
the mechanistic role of Jagged1 in prostate cancer cell 
growth, Zhang et al. [93] examined the effect of small inter-
fering RNA-mediated knockdown of Jagged1 in human 
prostate cancer cell lines, and compared it with that of 
knockdown of NOTCH1 receptor. They monitored the ex-
pression of Notch ligands in PC-3, DU 145, LNCaP and C4-
2B cells by real-time RT-PCR analysis and found that Jag-
ged1 and Jagged2 expression were expressed at variable lev-
els whereas DLL1 and DLL4 expression were negligible in 
all four cell lines. Downregulation of Jagged1 expression 
greatly decreased cell growth in those prostate cancer cell 
lines and NOTCH1 siRNA also induced growth inhibition, 
but to a lesser extent. These results add a new layer of com-
plexity to the role of Notch in prostate cancer cells because 
the observed growth-inhibitory effects were independent of 
the cell line AR status, suggesting that Notch signaling im-
pinges on androgen-independent cell growth regulatory 
mechanisms, in addition to its proposed role as a regulator of 
AR function. More in depth analysis of the mechanisms un-
derlying cell growth inhibition in PC-3 cells depleted of en-
dogenous Jagged1 or NOTCH1 showed that both Jagged1 
and NOTCH1 siRNA induced S-phase arrest. In the case of 
Jagged1 knockdown, S-phase arrest was associated with re-
duced CDK2 kinase activity and increased expression of the 
cyclin-dependent kinase inhibitor p27(Kip1), suggesting that 
one of the mechanisms by which Notch signaling controls 
cell cycle is through regulation of CDK2 activity. The down-
regulation of CDK2 levels and the increase of p27 expres-
sion induced by Jagged1 siRNA treatment occur mainly at 
protein level and further studies will be required to uncover 
the detailed cellular pathways modulated by Notch responsi-
ble for these effects. The stronger growth inhibitory effects 
of Jagged1 knockdown compared to NOTCH1 knockdown 
suggest that Jagged1 itself could be important in prostate 
cancer cell growth independent of its role as a Notch ligand. 
Belandia et al. [73] recently described further clinical 
evidence suggesting that alterations in Notch signaling may 
have a role in the aberrant hormonal responses observed in 
prostate cancer. Encouraged by the novel role for HEY1 as 
an AR repressor and the genetic data indicating that amplifi-
cation of the chromosome region comprising HEY1 gene 
occurs in a large fraction of prostate cancers, and correlates 
with the aggressiveness of tumors [3], they examined HEY1 
expression in a series of human primary prostate tumors by 
immunocytochemistry and compared it with benign prostatic 
hyperplasia (BPH) samples. This low-scale expression 
analysis (24 independent patients) uncovered a striking dif-
ference in the subcellular localization of HEY1 in patients 
with prostate cancer and BPH. The majority of BPH samples 
showed strong nuclear HEY1 staining whereas its expression 
was restricted to the cytoplasmic compartment of prostate 
carcinoma cells (in 8 out of 10 patients). More cancer sam-
ples need to be analyzed before these preliminary observa-
tions can be generalized, but, if HEY1 plays a role in the 
modulation of AR transcriptional activity in vivo in the nor-
mal prostate, its nuclear exclusion could contribute to the 
progression of prostate tumors by eliminating Notch-
dependent modulation of AR-mediated signaling. In cancer 
cells HEY1 is excluded from the nuclei and therefore it 
would not repress AR action even when its expression is 
induced upon Notch activation. Moreover, if HEY1 was re-
quired for the repression of AR in the presence of antiandro-
gens, its cytoplasmic location may, at least in some cases, 
explain why cancer cells are resistant to antiandrogen treat-
ment. 
Meta-analysis of microarray datasets including tumors, as 
well as respective normal control tissue samples, has re-
vealed that NOTCH1 gene and one of the downstream target 
genes, HEY1, are down-regulated significantly in prostate 
adenocarcinomas [80]. The expression levels of NOTCH1 in 
51 prostate tumors were significantly lower than normal 
prostate samples and the mean level of HEY1 expression was 
also significantly lower in 93 prostate adenocarcinomas than 
both normal and tumor-adjacent normal tissues. These ob-
servations reinforce the idea that NOTCH1 and HEY1 may 
be important in prostate tumorigenesis. 
Additional evidence for dysregulation of Notch1 expres-
sion in prostate cancer was revealed by expression analysis 
performed during prostate tumor development in the LADY 
transgenic mouse model [94]. These mice express the large T 
antigen gene, containing a deletion mutation that removes 
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expression of small t antigen, under the control of the pros-
tate luminal cell-specific rat probasin promoter [95]. As 
compared with the TRAMP mouse model, tumor progression 
is less aggressive in LADY transgenic mice, but they de-
velop multifocal low-grade PIN that progresses to high-
grade PIN and early invasive carcinoma with neuroendocrine 
characteristics but no metastasis. NOTCH1 expression in-
creased significantly in the six-week developing tumor, but 
not in the established 16-week tumor [94]. These observa-
tions suggest that NOTCH1 has an early role in the regula-
tion of prostate epithelial cell proliferation and differentia-
tion prior to the appearance of histological changes. In-
creased NOTCH1 expression was also found in prostate tu-
mors from TRAMP mouse models [58]. However, in this 
model of prostate carcinogenesis, high NOTCH1 expression 
is maintained even in metastasized tumor cells. This discrep-
ancy between both models may reflect the different mecha-
nisms responsible for the oncogenic development and/or 
differences in the strain background between the TRAMP 
and the LADY models. In addition, conversely to the up-
regulation of Notch1 expression observed in these SV40 on-
cogene-derived mouse models of prostate carcinogenesis, the 
meta-analysis of human prostate adenocarcinoma mentioned 
above found downregulation of NOTCH1 expression in hu-
man cancer samples [80]. We do not know yet whether these 
apparently conflicting results are caused by a specific char-
acteristic of SV40-derived tumors in the mouse models but, 
independently of the direction of the changes in NOTCH1 
expression, those studies indicate that abnormalities in Notch 
signaling may be critical during the development of prostate 
cancer. 
To investigate the function of the Notch ligand DLL4 in 
tumor angiogenesis and tumor progression in vivo Li et al. 
used xenograft models with tumors derived from several 
cancer cell lines that stably overexpress DLL4, including the 
PC-3 human prostate adenocarcinoma cell line [96]. They 
found that in vitro DLL4 overexpression inhibited the 
growth of PC-3 cells but, surprisingly, in PC-3 xenografts 
DLL4 overexpression increased the rate of tumor growth. 
This differential effect was also observed in xenografts de-
rived from the human gliobastoma cell line U87GM. Further 
studies shown that DLL4 also reduced cell proliferation in 
PC-3 and U87GM tumors, however the activation on Notch 
signaling in the host stromal/endothelial cells improves tu-
mor vascular function an reduces intratumoral hypoxia, tu-
mor apoptosis and tumor necrosis, promoting tumor growth. 
Interestingly, DLL4 reduces tumor angiogenesis, as indi-
cated by decreased vessel density and vessel number, but it 
also induces the formation of fewer more efficient larger 
blood vessels. Conversely, disruption of Notch signaling by 
co-implantation of cell lines expressing a soluble form of 
DLL4 extracellular domain that act as a dominant negative, 
together with PC-3 or U87GM cells, induced an opposed 
vascular phenotype to that in tumors that overexpressed 
DLL4, with increased vessel density but impaired vessel 
function, resulting in the inhibition of tumor growth and im-
proved mouse survival. These findings indicate the relevance 
for Notch signaling in the regulation of tumor vascular func-
tion, and suggest that combined approaches for interrupting 
both Notch and vascular endothelial growth factor may im-
prove antiangiogenic therapy. 
Neuroendocrine differentiation in prostate cancer corre-
lates with aggressive clinical behavior and it could be one of 
the mechanisms by which prostate tumors evolve to hor-
mone-refractory state [18]. Notch signaling regulates neu-
ronal and endodermal endocrine differentiation partly acting 
through hairy and enhancer of split 1 (HES1), which re-
presses human achaete-scute homolog 1 (hASH1) and other 
bHLH transcription factors [97]. To investigate the pathways 
that are involved in the neuroendocrine differentiation of 
prostate cancer Gupta et al. analyzed the expression of genes 
known to be involved in endocrine differentiation in tumors 
generated in mice models [98]. They used the 12T-10 neu-
roendocrine model of prostate cancer generated by targeting 
expression of the SV40 large T-antigen by the probasin pro-
moter to prostatic luminal epithelial cells and the derivative 
allograft model NE-10 developed from the 12T-10 prostatic 
tissue subcutaneously transplanted into athymic nude mice. 
Their immunohistochemical and real-time PCR studies 
shown that neuroendocrine prostate tumors lost HES1 ex-
pression and expressed mouse achaete-scute homolog 1 
(MASH1) and other neuroendocrine markers, in a manner 
that resembles pancreatic ?-cell differentiation. Further evi-
dence suggesting that hASH1 represents a critical factor dur-
ing neuroendocrine differentiation in prostate cancer came 
from a recent clinical report describing that hASH1 expres-
sion correlates with neuroendocrine differentiation in human 
prostate tumors [99]. Immunohistochemistry and real-time 
PCR analysis demonstrated that there is a positive correla-
tion between hASH1 expression and the extent of neuroen-
docrine features in prostate tumors. Moreover, there is a 
higher prevalence of hASH1 expression in prostate cancer 
patients treated with androgen ablation therapy, suggesting 
that hASH1 expression is under hormonal control. Their 
small-scale screen failed to detect any correlation between 
NOTCH1, HES1 and hASH1 expression. Additional studies 
will be necessary to clarify the molecular mechanisms medi-
ating the physiological crosstalk between the androgen axis 
and notch signaling pathway during the transition to hor-
mone-refractory disease. 
NOTCH SIGNALING: A POTENTIAL THERAPEU-
TIC TARGET IN PROSTATE CANCER 
Although our knowledge of the biological role of Notch 
signaling during normal prostate development and homeo-
stasis is still preliminary, it is evident that Notch-mediated 
signals play an important role in the regulation of prostate 
cell differentiation and proliferation. In addition, a few clini-
cal and experimental evidences point out that, in many cases, 
alterations in the expression of several components of the 
Notch pathway may be associated with the origin or progres-
sion of prostate cancer, both in mouse models and human 
primary tumors. Therefore, Notch signaling emerges as a 
novel potential target to design strategies for the treatment of 
prostate cancer. Inhibition of Notch signaling is a therapeutic 
approach that has been extensively investigated during recent 
years as a novel alternative for the treatment of several ma-
lignancies in which activation of Notch signals has an onco-
genic role. These include T-ALL, breast, cervical, endo-
metrial, renal, head and neck squamous cell, pancreatic and 
lung carcinomas and also gliomas, pleural mesotheliomas, 
melanomas, several types of lymphomas, and multiple mye-
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loma (reviewed in [52, 100]). All the experimental evidence 
described in the previous sections indicates that Notch path-
way plays a critical role in the regulation of prostate epithe-
lial cell fate specification, differentiation and proliferation. 
However, in opposition to the clear oncogenic role of acti-
vated Notch signaling in other types of cancer, the role of 
Notch signals during prostate tumorigenesis is not yet com-
pletely understood, and it may act as a tumor suppressor or 
an oncogenic agent depending on the stage of the disease 
and/or the type of prostate tumor. We have discussed some 
studies that suggest an oncogenic role for Notch signaling in 
the prostate. For instance, in TRAMP and LADY mice 
transgenic models, NOTCH1 expression is elevated in ma-
lignant prostatic epithelial cells [58, 94]. Nevertheless, while 
elevated NOTCH1 expression is maintained in metastasized 
prostate tumor cells in TRAMP mice, NOTCH1 expression 
seem to be only transiently expressed in LADY mice, be-
cause the increase in NOTCH1 expression was not found in 
established tumors. The loss of aberrant increased NOTCH 
expression in established tumors could reflect the inability of 
LADY prostate tumors to metastasize, because elevated 
NOTCH1 expression was also described in osteoblastic 
skeletal prostate metastatic cell lines [87]. Abnormal high 
expression of other component of the Notch pathway, the 
ligand Jagged1, is associated with prostate cancer metastasis 
and recurrence in humans [91], but we do not know yet 
whether high Jagged1 expression correlates with excessive 
activation of Notch signaling in those tumors. On the other 
hand, a meta-analysis of microarray data described a signifi-
cant downregulation of NOTCH1 gene in human prostate 
adenocarcinomas [80]. This type of analysis needs further 
experimental validation, and no significant changes in the 
expression of other Notch pathway genes were found, but 
this downregulation of NOTCH1 gene may indicate a selec-
tion in prostate tumors for cells with reduced NOTCH1-
dependent signaling. Contradictory results have been also 
obtained when studying the role of Notch signaling in the 
regulation of prostate cancer cell proliferation in vitro. Over-
expression of a constitutively active form of NOTCH1 inhib-
ited the proliferation of various prostate cancer cells, includ-
ing DU 145, LNCaP and PC-3 cell lines [58]. In contrast, 
siRNA-mediated downregulation of NOTCH1 or Jagged1 
also induces cell growth inhibition and S phase arrest in the 
same prostate cancer cell lines [93], and in vitro studies with 
GSIs demonstrated that reduction of Notch signaling induces 
a moderate inhibition of proliferation in LNCaP and DU-145 
cells [65]. Even though all these studies point to an impor-
tant role for Notch signaling in the regulation of prostate 
cancer cell proliferation, the complexity of the biological 
role of Notch signals in the prostate cell make it difficult to 
decipher whether Notch acts an oncogen or a tumor suppres-
sor. In addition, these effects occur both in AR dependent 
and AR-independent prostate cancer cell lines, suggesting 
that besides the previously described crosstalk between AR-
dependent and Notch signals, Notch also regulates prostate 
cells by means of crosstalk with androgen-independent 
transduction pathways. 
These seemingly conflicting results surely derive from 
our incomplete knowledge of the role of Notch signaling in 
the regulation of prostate cell biology. More research is 
needed to gain the information that may help us to under-
stand how alterations in the normal function of Notch signals 
are implicated in the origin and progression of prostate can-
cer. A thorough expression analysis for all Notch receptors, 
ligands and modulators in prostate epithelial cells is still 
lacking, and more research with prostate cancer mice models 
will undoubtedly help us to understand the role of Notch 
signals in prostate cancer. These animal models will be in-
valuable to test how modulation of Notch activity can be 
used as a therapeutic tool in prostate cancer. A number of 
strategies for inhibition of Notch signaling have been de-
signed, including antisense Notch treatments, monoclonal 
antibodies, RNA interference, soluble decoy Notch inhibitors 
that sequester Notch ligands and dominant-negative peptides 
derived from MAML1 (reviewed in [52]). Currently, the 
most advanced strategy for blocking Notch signaling is to 
suppress the proteolytic step that leads to the release of the 
activated intracellular domain of Notch receptors [82]. This 
step is catalyzed by the gamma-secretase, a large integral 
membrane protease complex composed of a catalytic subunit 
(presenilin-1 or presenilin-2) and three accessory subunits 
(Pen-2, Aph1 and nicastrin [36, 101, 102]). This enzyme is 
also responsible for the proteolytic step that releases the 
amyloid ?-peptide, the precursor of amyloid plaques found 
in the brain of Alzheimer´s disease. For that reason, over the 
past years, a great variety of small molecules of pharmaceu-
tical utility have been designed, and already tested in animal 
models and clinical trials, able to inhibit gamma-secretase 
activity. This preceding research has speeded up the initia-
tion of phase 1 clinical trials designed to evaluate the effec-





. Due to the highly variable nature of pros-
tate cancer tumors we cannot predict the fraction of prostate 
tumors that may be suitable for treatment with GSIs, or at 
what stage of the disease inhibition of Notch signaling may 
be an useful therapeutic approach. In vitro treatment with 
GSIs seems to increase normal prostate cell proliferation in 
developing prostate grown in culture [80]. However, a simi-
lar treatment with GSIs of primary cultures of human 
prostatic transit-amplifying cells established from adult pros-
tate induces cell death and, also, a moderate inhibition of cell 
proliferation in some prostate cancer cell lines [65]. These 
preliminary studies suggest that active Notch signaling could 
be associated with proliferating prostate epithelial cells, im-
plying that inhibition of Notch signaling may be a potential 
treatment aimed to inhibit prostate tumor growth. 
There are several concerns regarding the clinical use of 
GSIs that should be kept in mind: the processing of other 
gamma-secretase substrates than Notch receptors could be 
affected, the inhibitors could target different types of prote-
ases, and the Notch pathway has pleiotropic effects in many 
different tissues. Thus, toxic side effects may sometimes be 
associated with the clinical use of these compounds. None-
theless, extensive ongoing research in this field, both at pre-
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clinical stage and in clinical trials, is helping to the develop-
ment of novel classes of GSIs which may help to find a bet-
ter specific treatment for different diseases related to 
gamma-secretase activity. 
CONCLUDING REMARKS 
Although there are still too many questions unanswered, 
and the available fragmentary information does not allow us 
to predict how widely useful inhibition of Notch signaling 
will be to treat prostate cancer patients, the high prevalence 
and mortality rates of these type of tumors have to drive us 
to keep working towards understanding the role of Notch in 
prostate cell biology. The findings discussed above indicate 
that expression analysis of components of the Notch pathway 
in prostate tumors may not only help to design novel future 
therapeutic strategies, but also to be used as novel predictive 
markers useful to manage prostate cancer. Currently, several 
therapies are available for prostate cancer treatment, includ-




























Fig. (1). Schematic diagram of Notch and androgen signaling pathways in the prostate epithelial cell; possible integration of both 
pathways during prostate epithelial cell differentiation. Extracellular regions of Notch ligands and receptors interact to activate the recep-
tor, eventually leading to the release of the Notch intracellular domain (NICD). The NICD then translocates to the nucleus and binds to the 
CSL transcription factor, triggering the transcriptional activation of Notch target genes with CSL binding sites (CBS) in their promoters. On 
the other hand, the androgen receptor (AR) is able to respond to changes in the levels of androgens carried in the bloodstream. In the pres-
ence of androgens, the activated AR moves into the nucleus and binds to specific androgen response elements (AREs) present in the promot-
ers of target genes, activating their transcription. Other signaling mechanisms, including growth factor-, cytokine-, MAPK- and Wnt-
dependent signaling also participate in the regulation of prostate epithelial cell biology. Therapeutic modulation of Notch pathway can in 
theory be achieved by targeting the interaction between Notch ligands and receptors, the proteolytic release of the active NICD or NICD 
transcriptional functions. Prostate cancer hormonal therapy combines androgen elimination with antiandrogen treatment. Simultaneous tar-
geting of Notch and androgen signaling pathways may potentially improve the outcome of some patients with prostate cancer. 
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therapy. Combined treatments usually work best for prostate 
cancer therapy and the addition to the list of possible treat-
ments of novel drugs capable of inhibiting prostate cancer 
cell proliferation could contribute to the design of improved 
therapeutic protocols. Furthermore, an abnormal crosstalk 
between Notch and androgen-dependent signaling in prostate 
cancer cells may be one of the possible causes for the failure 
of hormone therapy in some hormone-refractory prostate 
tumors (Fig. (1)). If that hypothesis is true, the combined use 
of drugs targeting Notch signals with anti-androgens may 
help to obtain better results and overcome the resistance to 
hormonal therapy. An individualized tumor analysis will 
surely be needed to predict the feasibility of the use of inhi-
bition of Notch signaling as an alternative, or complemen-
tary treatment, as part of a multifaceted attack against the 
prostate cancer cells. The discovery of novel strategies to 
target hormone-refractory prostate cancer is one of the fun-
damental challenges for researchers in the field and the elu-
cidation of the biological role of Notch signaling in prostate 
cell physiology may help to develop combination therapies 
more effective for the treatment of prostate cancer. 
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ABBREVIATIONS 
ADAM = A disintegrin and metalloprotease 
AIB1 = Amplified in breast cancer 1 
AIPC = Androgen independent prostate cancer 
AR = Androgen receptor 
BPH = Benign prostate hyperplasia 
CDK2 = Cyclin-dependent kinase 2 
CSL = CBF-1, suppressor of hairless and LAG-1 
CtBP = C-terminal Binding Protein 
DLK1 = Delta-like 1 homolog 
DLL1 = Delta-like 1 
DLL3 = Delta-like 3 
DLL4 = Delta-like 4 
ERK = Extracellular signal-regulated kinase 
GFP = Green fluorescent protein 
GSI = Gamma-secretase inhibitor 
hASH = Human achaete-scute homolog 1 
HES1 = Hairy and enhancer-of-split 1 
HEY1 = Hairy/Enhancer-of-split related with YRPW 
motif 1 
MAML1 = Mastermind-like 1 
MAPK = Mitogen activated protein kinase 
MASH1 = Mouse achaete-scute homolog 1 
NCoA1 = Nuclear receptor coactivator 1 
NCoA2 = Nuclear receptor coactivator 2 
NCoA3 = Nuclear receptor coactivator 3 
NCoR = Nuclear receptor corepressor 
NICD = Notch intracellular domain 
NR = Nuclear receptor 
PC = Prostate cancer 
PIN = Prostatic intraepithelial neoplasia 
PSCA = Prostate stem cell antigen 
SHARP = SMRT/HDAC1-associated repressor protein 
SRC1 = Steroid Receptor Coactivator 1 
SV40 = Simian virus 40 
T-ALL = T-cell acute lymphoblastic leukemia 
TIF2 = Transcriptional intermediary factor 2 
TRAMP = Transgenic adenocarcinoma of mouse prostate  
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The hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1
(HEY1) is a member of the basic-helix-loop-helix-Orange
(bHLH-O) family of transcriptional repressors that
mediate Notch signaling. Several cancer-related pathways
also regulate HEY1 expression, and HEY1 itself acts as
an indirect positive regulator of the p53 tumor suppressor
protein and a negative regulator of androgen receptor
activity. In this study we show how a naturally occurring
non-synonymous polymorphism at codon 94 of HEY1,
which results in a substitution of leucine by methionine
(Leu94Met), converts HEY1 from an androgen receptor
corepressor to an androgen receptor co-activator without
affecting its intrinsic transcriptional repressive domains.
The polymorphism Leu94Met also abolishes HEY1-
mediated activation of p53 and suppresses the ability of
HEY1 to induce p53-dependent cell-cycle arrest and
aberrant cell differentiation in human osteosarcoma
U2OS cells. Moreover, expression of HEY1, but not of
the variant Leu94Met, confers sensitivity to p53-activat-
ing chemotherapeutic drugs on U2OS cells. In addition,
we have identiﬁed motifs in HEY1 that are critical for the
regulation of its subcellular localization and analysed how
mutations in those motifs affect both HEY1 and HEY1-
Leu94Met functions. These ﬁndings suggest that the
polymorphism Leu94Met in HEY1 radically alters its
biological activities and may affect oncogenic processes.
Oncogene (2010) 29, 411–420; doi:10.1038/onc.2009.309;
published online 5 October 2009
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Introduction
The hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif
(HEY) proteins are a family of transcription factors that
belong to the vertebrate basic-helix-loop-helix-Orange
(bHLH-O) superfamily of transcriptional repressors
(Davis and Turner, 2001; Iso et al., 2003). The HEY
family consists of HEY1, HEY2 and HEYL, which are
encoded by three distinct genes. The expression of
HEY1 was initially shown to be directly regulated by
Notch signaling (Maier and Gessler, 2000; Nakagawa
et al., 2000; Iso et al., 2001a). Upon Notch activation,
HEY1 expression increases and it accumulates in the
nucleus, leading to transcriptional inhibition of down-
stream targets. Thus, HEY1 is a critical effector within
the Notch signaling pathway during cardiac and
vascular development, neurogenesis (Sakamoto et al.,
2003), gliogenesis (Satow et al., 2001) and bone
development (Zamurovic et al., 2004). Recent studies
revealed that HEY1 is also a direct target gene of
transforming growth factor-b/Smad signaling (Itoh
et al., 2004; Zavadil et al., 2004; Sivertsen et al., 2007).
In addition to its roles during embryonic development,
HEY1 has also been linked to several cancer-related
pathways. HEY1 expression is essential for transform-
ing growth factor-b-dependent epithelial-to-mesenchy-
mal transition, a developmental program of cell
plasticity frequently observed in advanced carcinogen-
esis (Yang and Weinberg, 2008). The retinoblastoma
protein/E2 transcription factor cell-cycle pathway can
upregulate HEY1 expression in human glioma cells
through E2 transcription factor-binding sites present
in its promoter (Hulleman et al., 2009). Furthermore, it
was found that HEY1 overexpression in neural stem
cells promotes proliferation, whereas the impairment of
HEY1 expression in glioblastoma cells has the opposite
effect. HEY1 is upregulated in human gliomas and its
expression in glioblastomas correlates with tumor grade
and with survival, suggesting that HEY1 contributes to
the proliferation of glioblastoma cells (Hulleman et al.,
2009).
Changes in HEY1 expression levels or activity may
have a widespread role during oncogenesis, as a
genome-wide functional analysis revealed that HEY1
is a positive regulator of the p53 tumor suppressor
protein. Ectopic expression of HEY1 activated p53 and
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induced apoptosis in vivo in different biological models
through mechanisms that involved inhibition of murine
double minute-2 and post-translational stabilization of
p53 (Huang et al., 2004). In addition, we previously
showed that HEY1 functions as a speciﬁc corepressor of
the androgen receptor (AR), providing a mechanism for
crosstalk between Notch and androgen-signaling path-
ways. Furthermore, an expression analysis revealed that
the majority of prostate cancer samples showed total
exclusion of HEY1 from the nucleus, raising the
possibility that abnormal HEY1 subcellular distribution
may have a role in the aberrant hormonal responses
observed in prostate cancer (Belandia et al., 2005).
Interestingly, it was recently described that a naturally
occurring non-synonymous single-nucleotide poly-
morphism (SNP) in HEY1 that changes the leucine at
residue 94 to methionine in the bHLH domain abolishes
its ability to repress the human dopamine transporter
promoter, although the molecular mechanisms respon-
sible for the lack of activity and the physiological
consequences are still unknown (Fuke et al., 2005).
Allele frequency data for HEY1-L94M SNP (SNP ID
rs11553421), obtained by the International HapMap
Project, indicates that it is present in approximately 1%
of all studied populations (Asian, European and
African).
We analysed how the L94M polymorphism affects the
role of HEY1 as a regulator of the AR and p53
pathways. Our study has uncovered profound differ-
ences in HEY1 biological action caused by the single
amino acid substitution L94M with a potential effect on
cancer risk and cancer treatment response.
Results
A human non-synonymous SNP converts HEY1 from
an AR repressor to an AR activator
We have previously shown that HEY1 is an AR
corepressor (Belandia et al., 2005 and Figure 1b). To
test the possible effects on HEY1 biological activity
caused by the polymorphism L94M, we generated this
variant by site-directed mutagenesis (Figure 1a) and
tested the effect of L94M expression on the ability of
AR to stimulate transcription from androgen-responsive
luciferase reporter genes in the transfected cells.
Surprisingly, the substitution L94M increased the
activity of the AR in both COS-1 and U2OS cells,
transforming HEY1 from an AR repressor to a
potent AR activator (Figure 1b and Supplementary
Figure 1a).
HEY1 has intrinsic transcriptional repressive activity
(Iso et al., 2001b; Belandia et al., 2005). We fused the
L94M variant to Gal4-DNA-binding domain and
analysed its ability to repress in trans the activity of
the VP16 transcription factor fused to a LexA-DNA-
binding domain. We observed a similar strong repres-
sion of Lex-Gal-LUC reporter gene expression for both
HEY1 variants (Figure 1c), indicating that L94M
retains functional transcriptional repression domains.
Notably, the L94M substitution does not affect the
interaction between HEY1 and the AR or the nuclear
receptor co-activator, steroid receptor co-activator 1
(Supplementary Figure 1b). These observations indicate
that the polymorphism L94M profoundly changes
HEY1 regulation of AR but it does not affect
either its physical interaction or its intrinsic repressive
activity.
Figure 1 Characterization of the hairy/enhancer-of-split related
with YRPW motif 1 (HEY1) L94M variant. (a) Schematic
representation of full-length HEY1, mutants and enhanced green
ﬂuorescent protein (EGFP) fusions used in this study. (b) L94M
enhances androgen receptor (AR)-mediated hormone-dependent
transactivation. COS-1 cells were co-transfected with 100 ng of
TAT-GRE-E1B-LUC, 25 ng of expression vector for AR and
increasing amounts of expression vector for HEY1 or the variant
L94M (100 or 200 ng). After transfection, the cells were washed
and, when required, incubated for 24 h in the presence of vehicle
(white bars) or 10 nM dihydrotestosterone (DHT) (black bars).
Subsequently, cell lysates were assayed using a dual-luciferase
reporter system. The normalized values are expressed relative to the
activity of AR alone in the presence of DHT. The results shown
represent the averages of the results of at least three independent
experiments assayed in duplicateþ s.d. Inset: Western blot analysis
conﬁrmed that both HEY1 variants are expressed at similar levels.
(c) L94M retains functional transcriptional repression domains.
COS-1 cells were co-transfected with 200 ng of pGL2-Lex-Gal-Luc
reporter and expression vectors for LexA-VP16 (100 ng) and
GAL4-DNA-binding domain (DBD) fusion proteins (100 ng) as
indicated. Data were obtained and presented as described for (b).
The results shown represent the averages of the results of three
independent experiments assayed in duplicateþ s.d. *Po0.001 as
compared with values for controls (Student’s t-test).
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The SNP L94M alters HEY1 protein–protein interaction
speciﬁcity
The residue L94 is located at the beginning of Helix 2
within the HLH domain, and is conserved between all
members of the bHLH-O superfamily, including hairy
and enhancer of split 1 (HES1), and the less closely
related bHLH transcription factors such as the Myc-
associated factor X (Figure 2a). The second helix seems
to be the main determinant of the homo- or hetero-
dimerization surface between bHLH proteins (Ferre-
D’Amare et al., 1993). Moreover, the leucine is exposed
in the surface of the helix orientated toward the
equivalent leucine residue present in the opposite
monomer, suggesting that changes in this residue may
alter the speciﬁcity of the interaction between HLH
proteins. To address whether alterations in this residue
affect the interaction between HEY1 and other bHLH
proteins, we performed glutathione S-transferase pull-
down experiments. HEY1 forms homodimers but it is
also able to form heterodimers with HES1 (Iso et al.,
2001b). Glutathione S-transferase-HEY1 interacted in a
similar manner both with itself and with the variant
L94M but it showed only a weak interaction with HES1
(Figure 2b). Strikingly, the single L94M substitution
changed the speciﬁcity of the interactions, facilitating
the formation of the heterodimer HES1–HEY1, having
no noticeable effect on interaction with wild-type
HEY1, but showing only a relatively weak interaction
with another L94M monomer (Figure 2b). In addition,
the L94M substitution also greatly enhanced the ability
of HEY1 to interact with HEY2 (Figure 2c). These
ﬁndings support the idea that the radical changes in the
function of L94M as a modulator of AR transcriptional
activity may be caused by preferential interactions with
different bHLH partners.
The variant L94M does not require nuclear localization
to exert its positive effects on AR activity
In view of our previous observations indicating that
abnormal HEY1 subcellular distribution may have a
role in the aberrant hormonal responses observed in
prostate cancer (Belandia et al., 2005), we tested whether
normal nuclear localization is required for L94M co-
activating function. First, we performed mutational
analysis to conﬁrm that a putative classical monopartite
nuclear localization signal (NLS), which is present in the
HEY1 basic domain (49ARKRRR54; Figure 1a), was
involved in the regulation of HEY1 subcellular trafﬁck-
ing. We generated HEY1 and L94M mutants containing
three point mutations within the putative NLS in the
context of the full-length protein (HEY1-K51A/R53G/
R51A and L94M-K51A/R53G/R51A) and examined
subcellular localization using indirect immunoﬂuores-
cence. As previously reported, wild-type HEY1 accu-
mulates in the nucleus (Figure 3a, Iso et al., 2001a), and
the L94M variant presented identical nuclear expression
(Figure 3c), suggesting that the polymorphism does not
affect HEY1 subcellular localization. The substitutions
within the putative NLS cause a greater tendency to
Figure 2 The single-nucleotide polymorphism (SNP) L94M favors the formation of heterodimers with hairy and enhancer of split 1
(HES1) and hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 (HEY2). (a) The helix-loop-helix domain of HEY1, HEY2, HEYL,
HES1 and Myc-associated factor X (MAX) were aligned by ClustalW2 and formatted with BOXSHADE. Identical amino acids are in
black, and conserved residues are in gray. The asterisk indicates the conserved leucine residue at position 94 in HEY1. (b) Whole-cell
extracts from COS-1 cells previously transfected with expression vectors for ﬂag-tagged HEY1, the variant L94M or HES1 were
incubated with glutathione S-transferase (GST) fusion proteins of HEY1 or the variant L94M coupled with Sepharose beads. The
associated proteins were detected by western blotting using anti-Flag antibody. (c) Whole-cell extracts from COS-1 cells previously
transfected with expression vector for Flag-tagged HEY2 were incubated with GST fusion proteins of HEY1 or the variant L94M
coupled with Sepharose beads. The associated proteins were detected by western blotting using anti-Flag antibody.
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distribute into the cytoplasm for both HEY1 variants
(Figures 3b and d), suggesting that the putative NLS
contributes to the nuclear localization of HEY1 and
L94M. To conﬁrm this, we fused a 13-amino acid
peptide derived from HEY1 sequence containing the
NLS (amino acids 46–58) to enhanced green ﬂuorescent
Figure 3 Characterization of the hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 (HEY1) nuclear localization signal. COS-1 cells
were transfected with expression vectors for Flag-tagged HEY1 (a), the variant L94M (c), the triple-point mutants HEY1-K51A/
R53G/R51A (b) and L94M-K51A/R53G/R51A (d), enhanced green ﬂuorescent protein (EGFP) (e) or EGFP-nuclear localization
signal (NLS) (f) and assayed by indirect immunoﬂuorescence with anti-Flag antibody, or direct EGFP ﬂuorescence, as described in
Materials and methods. The ﬁrst column shows the indirect immunoﬂuorescence with anti-Flag antibody or the direct EGFP
ﬂuorescence (green), the second column shows 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining of DNA (blue) and the third column
shows the merge image indicating the degree of colocalization of green and blue ﬂuorescence. Bars, 20mm.
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protein (EGFP; Figure 1a) and examined the subcellular
localization of the fusion protein. The enhanced green
ﬂuorescent protein alone was largely cytoplasmic
(Figure 3e) but the fusion of the short peptide contain-
ing the HEY1 NLS dramatically changed the staining
pattern, leading to a clear nuclear localization of
enhanced green ﬂuorescent protein (Figure 3f). Thus,
our results indicate that the sequence 49ARKRRR54
present in HEY1 is a bona ﬁde NLS.
To determine how abnormal subcellular location
affects the ability of both HEY1 variants to modulate
AR transcriptional activity, we performed functional
analyses with androgen-responsive luciferase reporters.
Unexpectedly, the NLS-mutant (cytoplasmic) HEY1
also behaved as an AR transcriptional co-activator
(Figure 4). In accordance with this result, mutation of
the NLS did not affect signiﬁcantly the co-activation
potential of the L94M variant on AR transcriptional
activity (Figure 4), indicating that, conversely to its
repressive activity, HEY1 positive transcriptional effects
do not require nuclear localization of the protein.
The SNP L94M inhibits the ability of HEY1 to enhance
p53 transcriptional activity
Co-transfection of HEY1 with artiﬁcial p53-dependent
reporters increases p53 activity (Huang et al., 2004). We
performed transfection experiments in p53-competent
U2OS cells co-transfecting HEY1 with several natural
p53-responsive luciferase reporters. Two of the reporters
tested (p21 and BAX) were moderately activated
by HEY1 co-transfection (1.5 to twofold) but one
(p53-inducible gene 3 (PIG3)) showed high induction
(>12-fold) in the presence of HEY1 (Figure 5a). Hence,
we chose the PIG3-luciferase reporter for further
characterization of the functional connection between
HEY1 and p53. To analyse the requirement of direct
Figure 4 The effects of mutations in the nuclear localization signal
of hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 (HEY1) or
the variant L94M on the modulation of androgen receptor (AR)-
mediated transactivation. U2OS cells were co-transfected with
100 ng of TAT-GRE-E1B-LUC, 25 ng of expression vector for AR
and increasing amounts of expression vector for HEY1, L94M, the
triple-point mutant HEY1-K51A/R53G/R51A or the triple-point
mutant L94M-K51A/R53G/R51A (100 or 200 ng). The results
shown represent the averages of the results of three independent
experiments assayed in duplicateþ s.d. *Po0.001 as compared
with values for controls (Student’s t-test). **Po0.01 as compared
with values for controls (Student’s t-test). After transfection, the
cells were washed and incubated for 24 h in the presence of vehicle
(white bars) or 10 nM DHT (black bars). Subsequently, cell lysates
were assayed using a dual-luciferase reporter system. Data are
presented as described for Figure 1b.
Figure 5 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1
(HEY1) positively regulates p53-dependent transactivation in a
promoter-speciﬁc manner. (a) HEY1 greatly enhances p53-induci-
ble gene 3 (PIG3)-luciferase reporter activity. U2OS cells were
transfected with 100 ng of p21-Luc, BAX-Luc or PIG3-Luc in the
presence or absence of 200 ng of expression vector for HEY1.
(b) Deletion of the p53-binding site in PIG3 impairs the HEY1-
positive effect. U2OS cells were transfected with 100 ng of PGL3,
PIG3-Luc or PIG3 delF-Luc and 200 ng of expression vector for
HEY1. (c) E6-mediated p53 degradation abolishes HEY1-positive
effect on PIG3-luciferase reporter. U2OS cells were transfected
with 100 ng PIG3-Luc and expression vectors for HEY1 (200 ng) or
E6 (200 ng). (d) HEY1-positive effect on PIG3 promoter depends
on the p53 status. HCT116 p53þ /þ and p53/ cells were
transfected with 100 ng PIG3-Luc and expression vectors for
HEY1 (200 ng) and p53 (5 ng) as indicated. (e) The polymorphic
change L94M and mutations affecting the nuclear localization
signal (NLS) impair HEY1-positive effect on PIG3. U2OS cells
were transfected with 100 ng PIG3-Luc and 200 ng of transfection
vectors for HEY1, the variant L94M or the triple-point mutant
K51A/R53G/R51A. After transfection, the cells were washed and
incubated for 24 h. Subsequently, cell lysates were assayed using a
dual-luciferase reporter system. Normalized values are expressed
relative to the activity of the reporter in the absence of HEY1 (a),
relative to the activity of the empty pGL3-Luc reporter in the
presence of HEY1 (b) or relative to the activity of PIG3 reporter in
the absence of other vectors (c–e). The results shown represent the
averages of results of at least two independent experiments assayed
in duplicateþ s.d.
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p53 binding to the PIG3 reporter for HEY1-positive
effects, we used a mutated reporter lacking the p53-
binding site in PIG3 (PIG3-delF; Contente et al., 2002).
Removal of the p53-binding site almost completely
abolished the reporter induction upon HEY1 co-
transfection (Figure 5b). Moreover, co-transfection of
an expression plasmid for the oncoprotein E6, which
targets p53 for proteasome-mediated degradation,
eliminated the positive effects of HEY1 on p53 activity
(Figure 5c). We then performed similar transfection
experiments using the isogenic HCT116 p53þ /þ and
p53/ cells, which are genetically identical except for the
p53 status. HEY1 overexpression greatly enhanced the
activity of the PIG3 reporter in the p53þ /þ cells, but
caused only a modest induction in p53-negative cells
(Figure 5d). Expression of p53 in HCT116 p53/ cells
dramatically induced PIG3 reporter activity, and co-
transfection of HEY1 further stimulated the p53-
responsive reporter (Figure 5d). These ﬁndings indicate
that HEY1 effects are mediated directly by p53 binding
to its cognate response element in the PIG3 reporter. To
assess how the change of L94M affects HEY1-positive
modulation of the p53-responsive reporter, HEY1 or the
L94M variant were transfected into U2OS cells and
tested for their ability to stimulate luciferase activity.
The strong activation induced by HEY1 was severely
impaired by the single amino acid substitution, L94M
(Figure 5e). Thus, again, this minor change in HEY1
protein sequence has profound effects on its biological
functions. Further, the positive effect of HEY1 on p53
transcriptional activity requires nuclear localization of
the protein, as transfection of the HEY1 cytoplasmic
mutant (HEY1-K51A/R53G/R51A) failed to signiﬁ-
cantly enhance the PIG3-luciferase reporter (Figure 5e),
implying that HEY1-positive effects on p53 transcrip-
tional activity require nuclear localization of the protein.
The SNP L94M inhibits HEY1 ability to induce
p53-dependent cell-cycle arrest
HEY1 expression induces p53-mediated apoptosis in
zebraﬁsh and chick embryos (Huang et al., 2004), and
p53-dependent growth arrest in Ewing’s sarcoma family
tumor cells (Ban et al., 2008). As HEY1 enhances p53
transcriptional activity in U2OS cells, we examined
whether HEY1 overexpression can recapitulate p53-
induced phenotypes. For this purpose, we generated
tetracycline-inducible pools of U2OS cells stably
expressing either HEY1 (U2OS-HEY1) or L94M
(U2OS-L94M) (Figure 6a). Induction of HEY1 expres-
sion inhibited cell proliferation (Figure 6b, left panel). In
contrast, induction of L94M expression did not affect
cell proliferation (Figure 6b, right panel). HEY1-
induced growth arrest was reversible even after 9 days
of tetracycline treatment (data not shown). Immunoblot
analysis showed a moderate but highly reproducible
transient increase in p53 protein levels after 8 h of
induction of wild-type HEY1, but not L94M, which was
no longer detected at 24 h after induction (Figures 6c
and d). The stability of p53 protein is regulated by
murine double minute-2 and, in agreement with
previously published results (Huang et al., 2004),
immunoblot analysis showed that wild-type HEY1
expression reduces murine double minute-2 protein
levels (Figure 6c). Interestingly, levels of p21 protein, a
key transcriptional target of p53 involved in the control
of cell cycle, were markedly decreased by HEY1
expression (Supplementary Figure 2d). However, ex-
pression of L94M did not decrease murine double
minute-2 (Figure 6c) or p21 protein levels (Supplemen-
tary Figure 2d). Fluorescence-activated cell sorting
analysis showed that HEY1 expression, but not L94M
expression, results in alterations in cell-cycle distribution
in U2OS cells that do not ﬁt with typical p53-induced
G1 or G2 phase arrest. Wild-type HEY1 expression
reduces the percentage of cells in G1 phase, increases the
populations in S and G2 phase and a small fraction of
cells appears in the sub-G1 fraction (Figure 6e). No
polyploid populations were detected. HEY1 effects on
cell proliferation are accompanied by striking changes in
cell morphology, indicating neuron-like differentiation
(Supplementary Figure 2a), as well as downregulation of
expression of components of the Notch pathway
(Notch1, Jagged1 and HES1) and RUNX2, a master
regulator of osteoblast differentiation (Karsenty, 2008)
(Supplementary Figure 2b). Further analysis of mRNA
expression for several cell-cycle regulatory genes showed
that most were downregulated by HEY1 but not by
L94M (Supplementary Figure 2c). Taken together, these
observations suggest that growth arrest coincides with
inhibition of Notch signaling and abnormal cellular
differentiation. To analyse whether HEY1 effects on cell
proliferation depend on p53 activation, U2OS-HEY1
cells were transfected with p53-speciﬁc small interfering
RNA (siRNA) (sip53) or nonspeciﬁc control siRNA,
and cell proliferation after induction of HEY1 was
determined at different time points. As expected,
tetracycline induction had an inhibitory effect on
U2OS-HEY1 cell proliferation transfected with control
siRNA (Figure 6f). However, U2OS-HEY1 cells trans-
fected with p53-speciﬁc siRNA, which efﬁciently re-
duced endogenous p53 levels (Figure 6g), continued to
proliferate during the entire 6-day monitored period
(Figure 6f). This result indicates that p53 is essential to
achieve HEY1-mediated growth arrest.
Expression of HEY1 but not L94M sensitizes U2OS cells
to p53-activating chemotherapeutic drugs
p53 status has a key role in the sensitivity to
chemotherapy (reviewed in Lu and El-Deiry, 2009). To
determine whether HEY1 modulation of p53 activity
might inﬂuence the response of U2OS cells to che-
motherapeutic agents, we performed cytotoxicity assays
using cisplatin and doxorubicin. Induction of HEY1
expression in U2OS-HEY1 cells resulted in an increase
in sensitivity to both drugs (Figure 7). However,
induction of L94M expression in U2OS-L94M cells
did not change the sensitivity of U2OS cells to cisplatin
or doxorubicin (Figure 7). Thus, a single amino acid
substitution in HEY1 has profound effects on the
cellular response to anticancer drugs.
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Cancers arise as a result of the acquisition of a series
of DNA mutations that confer a growth advantage
upon the cells in which they have occurred (Knudson,
2001). In addition, most genes possess some level
of polymorphism (Sachidanandam et al., 2001) that
may also inﬂuence cancer susceptibility (Hunter and
Crawford, 2006) or response to cancer therapy (Undevia
et al., 2005). The p53 protein is a sequence-speciﬁc
transcription factor that has a crucial role in tumor
suppression by inducing apoptosis or cell-cycle arrest in
response to cellular damage. Several polymorphisms
have already been identiﬁed that inﬂuence the
function of the p53 pathway (reviewed in Pietsch
et al., 2006; Whibley et al., 2009). Polymorphisms can
potentially alter the coding sequence or the promoter
activity of genes encoding p53, p53-induced target
genes or p53-regulatory proteins (Whibley et al., 2009).
In this study we show that a single amino acid change
caused by a non-synonymous SNP in HEY1 drastically
reduces its effects as an indirect p53 activator. In
addition, this single amino acid substitution has even
more dramatic effects on the role of HEY1 as an
AR transcriptional corepressor: we found that the
variant L94M not only lost all repressive functions on
AR, but also behaved as a potent transcriptional
co-activator of AR.
Figure 6 The single-nucleotide polymorphism (SNP) L94M inhibits the ability of hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1
(HEY1) to induce p53-dependent cell-cycle arrest. (a) Immunoblot analysis of HEY1 and L94M expression in stable U2OS cell lines
expressing inducible HEY1 (U2OS-HEY1) or the variant L94M (U2OS-L94M) treated with 1 mg/ml tetracycline (Tet) for 1, 2 or 4 h.
The protein levels of b-actin are shown as a loading control. (b) Parental U2OS cells, U2OS-HEY1 cells (left panel) or U2OS-L94M
cells (right panel) were treated either with vehicle or 1 mg/ml tetracycline (Tet). Cell proliferation was monitored at different time points
by using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (MTS) assay. The results shown
represent the averages of the results of two independent experiments assayed in quadruplicate±s.d. (c) Immunoblot analysis of p53,
murine double minute-2 (MDM2) and b-actin in U2OS-HEY1 and U2OS-L94M cells treated with 1 mg/ml tetracycline (Tet) for 4 or
8 h. (d) Immunoblot analysis of p53 and b-actin in U2OS-HEY1 and U2OS-L94M cells treated with 1 mg/ml tetracycline (Tet) for 24 h.
(e) Flow cytometry analysis of U2OS-HEY1 cells or U2OS-L94M cells treated either with vehicle or 1 mg/ml tetracycline (Tet) for 72 h.
A representative experiment is shown. The right panels show the percentage of sub-G1, G0/G1, S and G2/M cells. The results shown
represent the averages of the results of two independent experiments assayed in duplicateþ s.d. (f) U2OS-HEY1 cells transfected with
p53-speciﬁc small interfering RNA (siRNA) (sip53) or nonspeciﬁc control siRNA (siControl) were treated either with vehicle or 1mg/ml
tetracycicline (Tet). Cell proliferation was monitored at different time points by using MTS assay. The results shown represent the
averages of results of two independent experiments assayed in quadruplicate±s.d. (g) Immunoblot analysis of p53 and b-actin in
U2OS-HEY1 cells transfected with speciﬁc p53 or control siRNAs.
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The lack of detailed knowledge regarding the
molecular mechanisms by which HEY1 exerts its
corepressor function on each of its described target
transcription factors makes it difﬁcult to explain how a
single amino acid substitution causes such profound
functional effects. Both HEY1 variants have similar
intrinsic transcriptional repressive activity when fused to
a heterologous DNA-binding domain, in agreement
with the presence of several independent repressive
domains in HEY1 (Iso et al., 2001b; Belandia et al.,
2005). Further characterization of HEY1 and L94M
biological properties has provided us with several clues
regarding the possible cause of the functional differ-
ences. First, as predicted for its location in the putative
dimerization surface, the SNP L94M changes the
speciﬁcity of the interaction between HEY1 and other
known bHLH partners, such as HES1 and HEY2. This
observation, together with the fact that the motif
responsible for nuclear localization, and consequently
DNA binding, are dispensable for L94M-positive effects
on AR transcriptional activity, suggest that L94M
functions by sequestering other repressor proteins,
presumably bHLH proteins, required in the nucleus
for the repression of AR by HEY1. The positive effects
of the cytoplasmic HEY1 mutant on AR activity may
also reﬂect a nuclear depletion of AR corepressors. We
have performed assays by either overexpressing HES1
or inhibiting its expression with RNA interference, but
we failed to detect any modulation of L94M-positive
effects on AR activity (data not shown). However, there
are many other bHLH proteins in the cell that may
interact with HEY1. Further studies are required to
discover novel functional interactions between HEY1
and other cellular proteins that could be altered by the
polymorphism L94M. In contrast, the indirect positive
effects of HEY1 on p53 function require nuclear
localization of the protein, suggesting that this effect
depends on the repression of as-yet-uncharacterized
target genes. Microarray analysis of global changes in
gene expression caused by induction of HEY1 expres-
sion in U2OS-HEY1 cells will help to unravel the p53-
regulatory pathways responsible for HEY1-dependent
p53 activation.
The p53-dependent transcriptional program is extre-
mely ﬂexible and the cellular response depends on the
nature of the p53-activating stimuli, the cellular context
and the duration of the activation signal (reviewed in
Espinosa, 2008). In keeping with this, HEY1-dependent
activation of p53 has been described to induce apoptosis
in vivo in zebraﬁsh and avian developmental systems
(Huang et al., 2004), although it can also promote cell-
cycle arrest in Ewing’s sarcoma family tumor cell lines
(Ban et al., 2008). Induction of HEY1 expression in
U2OS cells has pleiotropic effects. We observed a
complete inhibition of cell proliferation accompanied
by a reduction in the expression of components of the
Notch pathway and the osteoblast differentiation factor
Runx2. Activation of p53 in osteoblast progenitor cells
inhibits both proliferation and Runx2 expression
(Lengner et al., 2006). Hence, HEY1 effects may reﬂect,
at least in part, alteration in the osteoblast-like
differentiation of U2OS cells caused by p53 activation.
Although the detailed molecular mechanisms responsi-
ble for the growth arrest and the differentiation events
are still uncharacterized, RNA interference experiments
indicated that p53 is an essential mediator of HEY1
effects. However, induction of HEY1 in U2OS cells does
not entirely recapitulate well-characterized p53-
mediated tumor suppressor activities, such as G1- or
G2-phase arrest or induction of apoptosis. It has been
recently reported that inhibition of the Notch pathway
prevents osteosarcoma growth by modulation of cell-
cycle regulatory genes (Tanaka et al., 2009) and that
downregulation of Notch1 or Jagged-1 induces cell
growth inhibition and S-phase arrest in prostate cancer
cells (Zhang et al., 2006). Thus, the observed phenotype
might result from the combined modulation of two
highly complex and context-dependent regulatory axes,
the Notch and p53 pathways.
Another signiﬁcant consequence of HEY1 expression,
which was not observed upon L94M expression, was the
sensitization of U2OS osteosarcoma cells to p53-
activating chemotherapeutic drugs. This effect may
reﬂect the decreased expression of p21 in the cells. p21
is a major player in cell-cycle control but it is also an
inhibitor of apoptosis, and p21 repression sensitizes
tumor cells to apoptosis by anticancer drugs (reviewed
in Gartel and Radhakrishnan, 2005). Moreover, abla-
tion of Notch3 in human hepatocellular carcinoma cell
lines enhances the cell death-promoting effect of
Figure 7 The expression of hairy/enhancer-of-split related with
YRPWmotif 1 (HEY1) but not L94M leads to increased sensitivity
to cisplatin and doxorubicin. U2OS-HEY1 cells (left panels) or
U2OS-L94M cells (right panels) were treated with 1 mg/ml
tetracycline (Tet) to induce expression of HEY1 or L94M or with
vehicle (Control). After 8 h, the cells were cultured with varying
concentrations of cisplatin (a) or doxorubicin (b) for another 72 h
in the presence and absence of tetracycline. Subsequently, cell
viability was assayed using an 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (MTS)-
based assay. Data were plotted relative to the drug-free controls.
The results shown represent the averages of results of two
independent experiments assayed in quadruplicate±s.d.
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doxorubicin through p53-dependent mechanisms that
inhibit both HES1 and p21 expression (Giovannini
et al., 2009).
In view of our ﬁndings showing that this single amino
acid change in HEY1 dramatically affects several
biological activities, it may be potentially relevant to
extend its polymorphic study to a wider population.
These studies might be particularly valuable for
populations with diseases related to alterations in
Notch- and p53-dependent signaling pathways, or
directly associated with alterations in HEY1-dependent
gene regulation. Among the Notch-associated diseases
are several types of cancer, including highly prevalent
diseases such as prostate cancer (Leong and Gao, 2008;
Villaronga et al., 2008). Approximately half of human
cancers express wild-type p53, and it has been suggested
that the p53 pathway in those tumor cells might be
compromised by alterations upstream or downstream of
p53. A genetic study of the possible presence of the
HEY1 L94M SNP in p53-positive tumors will help to
test the attractive hypothesis that this polymorphism
may contribute to oncogenic transformation in a
fraction of those tumors. It is noteworthy that the
suppression of Notch signaling is a critical mechanism
by which the Ewing’s sarcoma-FLI1 oncogene inhibits
p53 activity in p53-positive Ewing’s sarcoma family
tumors. The presence of HEY1 L94M SNP provides an
additional putative mechanism for alteration of the
functional crosstalk between Notch and p53 pathways.
Finally, exclusion of HEY1 from the nucleus may have a
multiple oncogenic role in prostate tumor cells, elim-
inating at the same time a molecular mechanism for
repression of AR and an activation mechanism for p53,




Plasmids are described in the Supplementary material.
Cell culture and transient transfections
COS-1 and U2OS cells were cultured in Dulbecco’s modiﬁed
Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine serum.
At 24 h before transfection, the cells were plated in 24-well
plates in phenol red-free medium with 10% dextran charcoal-
stripped serum. Cells were transfected using Lipofectamine
2000 (Invitrogen, Prat de Llobregat, Spain). Transfected
plasmids are detailed in the ﬁgure legends. pRL-TK (Promega,
Alcobendas, Spain) was used as an internal control for
transfection efﬁciency. Cell extracts were assayed for luciferase
activity as described previously (Belandia et al., 2005).
Antibodies and immunoblotting
Immunoblotting was performed as previously described
(Belandia et al., 2005). The antibodies used are described in
the Supplementary material.
Glutathione S-transferase-pull-down assays
Protein–protein interaction assays were performed as pre-
viously described (Belandia et al., 2005).
Fluorescence analysis
COS-1 cells grown on coverslips were transfected with 100 ng
of the plasmids indicated in Figure 3. After 36 h, cells were
ﬁxed with 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline
(PBS) for 15min and permeabilized in 0.1% Triton X-100 in
PBS for 5min. To perform indirect immunoﬂuorescence, cells
were incubated in 3% bovine serum albumin in PBS for
30min. Primary immunostaining with mouse anti-Flag anti-
body (1:500) was carried out at room temperature for 1 h.
Secondary immunostaining with Alexa Fluor 488 goat anti-
mouse antibody (Invitrogen-A11029) was performed at room
temperature for 1 h. DNA was counterstained with 4,6-
diamidino-2-phenylindole.
Generation of U2OS cells expressing tetracycline-inducible
HEY1 or L94M
Lentiviral vectors encoding HEY1 or the variant L94M were
used to generate lentivirus expressing HEY1 or L94M by the
ViraPower T-REx system following manufacturer’s instructions
(Invitrogen). U2OS cells were co-transduced with Tet-repressor-
lentivirus and either HEY1- or L94M-lentivirus. Selection of
stably co-transduced cells was achieved with zeocin (1000mg/ml)
and blasticidin (4mg/ml). To induce HEY1 or L94M expression,
1mg/ml of tetracycline was added to the media.
Proliferation assays
U2OS cells or U2OS cells expressing tetracycline-inducible
HEY1 or L94M were plated into 96-well plates (2500 cells/
well). After 24 h, 1mg/ml of tetracycline was added and cell
proliferation was measured at different time points. Medium
and tetracycline were replaced every 3 days. Cell growth was
determined in quadruplicates using the CellTiter One-Solution-
Assay (Promega) and reading absorbance at 490 nm. siRNA
was used to knockdown p53 expression. A synthetic 21-
nucleotide duplex siRNA against p53 (p53-F; 50-GACUCC
AGUGGUAAUCUACUU-30, p53-R; 50-GUAGAUUACCA
CUGGAGUCUU-30) or a control ON-TARGETplus Non-
Targeting siRNA (Dharmacon, Lafayette, CO, USA) were
transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in 60-mm
dishes. After 24 h in culture with siRNA, the cells were split
and proliferation was determined as described above.
Cell-cycle analysis
The cells were collected, washed with PBS and ﬁxed with ice-
cold 70% ethanol for at least 1 h. Cells were washed twice with
PBS, treated for 30min at 37 1C with 20 mg/ml RNase A
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), stained with 20 mg/ml
propidium iodide and analysed on an FACScan (BD
Bioscences, San Agustin del Guadalix, Spain). The percentage
of cells in cell-cycle phases was calculated using ModFit LT
(BD Bioscences).
Cytotoxicity assays
U2OS cells expressing tetracycline-inducible HEY1 or L94M
were plated into 96-well plates (5000 cells/well). HEY1 or
L94M expression was induced by adding 1 mg/ml of tetra-
cycline and 8 h later were incubated with varying concentra-
tions of cisplatin or doxorubicin for 72 h. Cell viability was
determined in quadruplicate using the CellTiter One-Solution-
Assay (Promega) and reading absorbance at 490 nm.
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Plasmids 
The following plasmids have been described: pSG5-HEY1, GST-HEY1, pSG5-
HEY2, GST-AR-AF1-(1-556), GST-SRC1-PAS-(1-450), pSG5-SRC1e, pSG5-Gal4-
DBD, pSG5-Gal4-HEY1, TAT-GRE-E1B-LUC, pGL2-Lex-Gal-Luc and pSG5-Lex-
VP16 (Belandia et al., 2005); p21-LUC, BAX-LUC, PIG3-LUC and pcDNA3-p53 
(Llanos et al., 2006); PIG3-del F (Contente et al., 2002). 
pSG5-HEY1-L94M, pSG5-HEY1-K51A/R53G/R51A, were generated by PCR 
site-directed mutagenesis. HEY1 region encoding the NLS (amino acids 46 to 58) was 
PCR-amplified and subcloned into pEGFP-C3 (Clontech, California, USA). 
Quantitative real-time PCRs 
Total RNA was extracted using TRI-reagent (Sigma-Aldrich) and treated with 
RNAse-free DNase (Invitrogen). Gene expression was analyzed by real-time RT-PCR 
using Brilliant SYBR-Green QPCR Master-Mix (Stratagene, California, USA). The 
human-specific primers used were: cyclin-B1-forward; AGAACCTGAGCCAGAACC, 
cyclin-B1-reverse; TTGCTCTTCCTCAAGTTGTC, cyclin-A2-forward; 
GAAGTACCAGACTACCATGAG, cyclin-A2-reverse; 
CTTCAAACTTTGAGGCTAACAG, Notch1-forward; 
CAAGTTCTTGGTCCCTCCAG, Notch1-reverse; TGTGTTGCTGGAGCATCTTC, 
Jagged1-forward CGTAGTTCTACCGGCTTTGC, Jagged1-reverse; 
CAGTTCCAGCTTCACAGCAG, HES1-forward; CGGACATTCTGGAAATGACA, 
HES1-reverse; CATTGATCTGGGTCATGCAG RUNX2-forward; 
CAGACCAGCAGCACTCCATA, RUNX2-reverse; CAGCGTCAACACCATCATTC. 
p21-forward; CCTGTCACTGTCTTGTACCCT, p21-reverse; 
GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCT, GADD45A-forward; 
ACGAGGACGACGACAGAGAT, GADD45A-reverse; 
GCAGGATCCTTCCATTGAGA, SKP2-forward; TGAGCTGCTCTTGGGAATCT, 
SKP2-reverse; AGCCAATGGTTGGTCCATAA, FOXM1-forward; 
GCTTGCCAGAGTCCTTTTTG, FOXM1-reverse; TCTCAAGCCTCCACCTGAGT, 
CENPA-forward; CTCCTGCACCCAGTGTTTCT, CENPA-reverse; 
CCTTTGGAACGGTGTTGATT, BIRC5-F; AGCCCTTTCTCAAGGACCAC, BIRC5-
R; CAGCTCCTTGAAGCAGAAGAA, B99-forward; 
AGCCCCTAGTGAGGCTCTTC, B99-reverse; TCAGAGGCCTGCTTTCAGAT, 
MCG10-forward; TTTCTGGGTTATGGGAGCAG, MCG10-reverse; 
TGGGGACTCCAGGATAACAG, TOP2A-forward; 
GATCCTGCCAAAACCAAGAA, TOP2A-reverse; GTACAGATTTTGCCCGAGGA, 
CDC2-forward; CCATACCCATTGACTAACTATGGA, CDC2-reverse; 
GGAACCCCTTCCTCTTCACT, CDC25C-forward; GCTCAAGTCTTCGCCTGTGT, 
CDC25C-reverse; AGCCAGAGCTTCCTTCCTCT 
The constitutively expressed L19 ribosomal gene was used as control to normalize 
mRNA expression (L19-forward; 5´-GCGGAAGGGTACAGCCAAT-3´, L19-reverse; 
GCAGCCGGCGCAAA). 
Antibodies 
The antibodies used were ANTI-FLAG M2 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), 
anti-p53 (DO-1, Santa Cruz Biotechnology, California, USA), anti-β-actin (AC-15, 
Sigma-Aldrich) anti-V5 (Invitrogen), MDM2 (SMP14, Santa Cruz Biotechnology, 




A human non-synonymous SNP converts HEY1 from an AR repressor to an 
AR activator 
To test possible effects on HEY1 biological activity caused by the polymorphism 
L94M we generated the polymorphic variant by site-directed mutagenesis and tested the 
effect of L94M expression on the ability of AR to stimulate transcription from 
androgen-responsive luciferase reporter genes in transfected U2OS osteosarcoma cells. 
We found that the substitution L94M increased the activity of the AR-dependent 
reporter, transforming HEY1 from an AR repressor to a potent AR activator 
(Supplementary Figure 1a). 
 
The SNP L94M does not affect the in vitro interaction between HEY1 and the 
androgen receptor or SRC1 
HEY1 interacts directly with both the Activation Function-1 (AF1) domain in the 
androgen receptor and the Per-Arnt-Sim (PAS) domain in the nuclear receptor 
coactivator SRC1 through a complex interaction surface that requires several domains 
in HEY1, including the region containing the residue L94 (Belandia et al., 2005). To 
explore the possibility that the L94M substitution affects protein-protein interactions 
between HEY1 and SRC1 or HEY1 and AR we fused the AR AF1 domain and the 
SRC1 PAS domain respectively to GST and performed in vitro GST pull-down 
experiments. L94M showed a strong interaction with the SRC1 PAS domain and a weak 
but specific interaction with the AR AF1 domain (Supplementary Figure 1b), identical 
result to that observed for GST-HEY1 (Supplementary Figure 1b), suggesting that the 
change L94M does not affect the interaction between HEY1 and the AR or SRC1. 
 
Characterization of U2OS-HEY1 and U2OS-L94M stable cell lines 
Phase-contrast micrograph of monolayers of U2OS-HEY1 cells cultured for 11 
days in the presence of tetracycline revealed that HEY1 expression induces striking 
changes in cell morphology indicating neuron-like differentiation (Supplementary 
Figure 2a). We then analyzed the effect of HEY1 expression on the expression of 
components of the Notch pathway (Notch1, Jagged1 and HES1) and RUNX2, a master 
regulator of osteoblast differentiation (Karsenty, 2008). We monitored mRNA levels by 
quantitative reverse transcription-PCR (QRT-PCR) and we observed that HEY1 
expression, but not L94M expression, downregulated Jagged1 and RUNX2 
(Supplementary Figure 2b). Expression of both HEY1 variants reduces HES1 and 
Notch1 mRNA levels, although the effects are more apparent upon expression of HEY1 
induction (Supplementary Figure 2b). We also determined the effects of HEY1 and 
L94M on the expression of several cell cycle regulatory genes which expression or 
activity might be regulated directly or indirectly by p53 (reviewed in (Brown et al., 
2007; Riley et al., 2008; Taylor and Stark, 2001)). HEY1 expression significantly 
inhibited mRNA levels for all but one (GADD45A) cell cycle regulatory genes 
examined. In contrast, L94M expression did not affect the expression of most genes 
analyzed. Only cyclin B1 and cyclin A2 were inhibited to similar levels upon L94M 
expression while p21 mRNA levels were moderately inhibited. Western blot analysis of 
p21, a critical regulator of cell cycle, shown that expression of HEY1, but not of the 
polymorphic variant L94M, severely decreased endogenous p21 protein levels 
(Supplementary Figure 2d). These results indicate that HEY1 exerts profound effects in 
the expression of many genes involved in the control of cell differentiation and cell 
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Summary
Accumulating genetic and biochemical evidences support a role for the SWI/SNF chromatin-remodeling complex in
cancer development and multiple core subunits of these complexes have been found to function as tumor suppressor
genes. The core SWI/SNF subunit BAF57 mediates direct interactions with estrogen and androgen receptors (ER
and AR) regulating their transcriptional activity. BAF57 gene maps to chromosome band 17 q21 in close proximity
to the BRCA1 gene. This locus has been associated with frequent loss of heterozygosity (LOH) and allelic imbalance
in breast cancers; however, BRCA1 mutations are rare events in sporadic breast cancer with LOH in the region,
suggesting that another tumor suppressor gene resides in this area. All these reasons prompted us to screen for
mutations in the BAF57 gene using a panel of the most commonly used human breast cancer cell lines. All cell lines
analysed contain wild-type copies of BAF57 gene with the only exception of the breast ductal carcinoma cell line
BT549. Sequencing of genomic DNA and cDNA generated from BT549 mRNA demonstrated the presence of a CA
dinucleotide insertion in exon 5 of BAF57. The absence of wild-type BAF57 alleles indicates that this is a biallelic
inactivating mutation that causes a frameshift and as a consequence a premature stop codon leading to a truncated
BAF57 protein. A functional characterisation of the truncated BAF57 showed that it has lost the ability to bind to
ER but still binds to the nuclear receptor coactivator SRC1e. Furthermore, we observed that the expression of the
truncated BAF57 increased the ability of SRC1e to potentiate transcriptional activation by ERa, suggesting that
mutations in BAF57 could contribute to the oncogenic transformation in breast cancer cells.
Introduction
Estrogens play a central role in mammary gland devel-
opment and morphogenesis but they also are important
in the proliferation and progression of breast cancer
(reviewed in [1]). Although there is growing evidence
that estrogens can act through non-genomic pathways
most described estrogen actions are mediated by the
estrogen receptor alpha (ERa) and beta (ERb) acting as
ligand-dependent transcription factors. Estrogen recep-
tors belong to the nuclear receptor superfamily [2] and
they regulate many physiological processes in response
to its natural ligand, 17b-estradiol (E2). Endocrine
therapy with ER antagonists, and specially tamoxifen, is
the most eﬀective systemic treatment for all stages of
ER-positive breast cancer. However, many patients
present primary resistance to endocrine therapy despite
expressing high levels of ER and all patients with ad-
vance breast cancer eventually develop resistance to
therapy ([3] and references therein). To understand the
basis of the appearance of this resistance we need to
elucidate the detailed molecular mechanisms that regu-
late ER activity.
Upon ligand binding, ERs bind to speciﬁc DNA
sequences (EREs) present in the promoters of estrogen-
dependent genes, triggering the recruitment of the
enzymatic activities responsible for the regulation of
gene expression. To overcome the repressive environ-
ment that represents the tightly packed chromatin ﬁber,
ERs recruit many chromatin remodeling enzymes that
can be divided into two distinct classes; ﬁrst, ATP-
dependent chromatin remodeling complexes that use the
energy of ATP hydrolysis to modify the location and
association of nucleosomes with DNA, and second,
enzymes that catalyse covalent posttranslational modi-
ﬁcations in histones. These proteins are named collec-
tively as nuclear receptor coregulators and they act in a
concerted manner contributing to the reorganisation of
the chromatin templates and the recruitment of basal
transcription factors and RNA polymerase II [4].
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Several studies have demonstrated that mammalian
SWI/SNF, an ATP-dependent chromatin-remodeling
complex, can enhance the transcriptional activity of the
ER and several other nuclear receptors [5–10]. The
SWI/SNF family comprises a number of large multi-
protein complexes containing between 8 to 10 subunits.
These complexes always contain a central catalytic
subunit, BRM/SNFa or BRG1/SNFb, and several
other variable BRG1-associated factors (BAFs) that
contribute to the enzymatic activity of the complex and
facilitate the recruitment to speciﬁc transcription fac-
tors although the detailed functions of each individual
subunit remain to be determined. Growing evidence
indicates that SWI/SNF has a role in cancer develop-
ment and several subunits either act as tumor sup-
pressors or are required for the regulation of other
tumor suppressor genes (reviewed in [11,12]). For
instance, the SWI/SNF complex has been shown to
associate with BRCA1 through a direct interaction with
BRG1/SNFb subunit and mutations in BRG1/SNFb
abrogated stimulation of transcription by BRCA1 [13].
Mutations in the BRCA1 gene confer an increased risk
for estrogen- and androgen-responsive cancers [14].
BRCA1 maps to chromosome band 17 q21, a locus
associated with frequent loss of heterozygosity (LOH)
and allelic imbalance in breast cancers [15]. In sporadic
breast cancer the BRCA1 gene is rarely mutated in
samples with LOH in the locus [16], suggesting that
other genes in this region might act as tumor suppres-
sors. Interestingly, the gene that encodes BAF57,
another SWI/SNF subunit, also maps to chromosome
band 17 q21. We have previously demonstrated that
BAF57 interacts directly with ER and also with all
members of the p160 family of nuclear receptor coac-
tivators [10]. The interaction between BAF57 and ER is
regulated by estrogen and BAF57 was shown to be
essential for the coactivation of ER carried out by the
p160 coactivators using a human breast ductal carci-
noma cell line (BT549) reported to be negative for the
BAF57 protein [17]. Moreover, BAF57 was recruited to
estrogen-responsive promoters in a ligand-dependent
manner, suggesting that the in vivo functions of ER as
transcription factor might depend on the recruitment of
SWI/SNF complexes by means of an interaction with
BAF57. A previous report analysed the BAF57 protein
status in a number of human cell lines commonly used
as in vitro models in breast cancer research [17]. In light
of the new data reinforcing a role for BAF57 in
the control of ER activity, a key regulator of cell
proliferation in estrogen-responsive tumors, we have
extended those studies by sequencing the BAF57 gene
in a panel of human breast cancer cell lines, looking for
possible mutations that could have occurred during
tumor progression and/or the establishment of the cell
line that might aﬀect normal ER-dependent signaling.
Here we report our ﬁndings describing the ﬁrst muta-
tion characterised in the human BAF57 gene and




Carcinoma-derived cells were grown as a monolayer on
75 cm2 tissue culture ﬂasks at 37 C in a humid atmo-
sphere maintained at 10% (v/v) CO2. Cells were main-
tained in either DMEM (ZR-75-1, MCF-7, T47D,
MDA-MB-361, MDA-MB-231, PC-3) or RPMI 1640
(BT549 and LNCaP) supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum.
Plasmids
The mutated BAF57 open reading frame found in
BT549 cells was ampliﬁed by PCR and subcloned into
pSG5 (pSG5-BT-BAF57) or pGEX-6P-1 (Amersham
Pharmacia Biotech, GST-BT-BAF57).
The following plasmids have been described previ-
ously: pMT2-MOR, pSG5-SRC1e, pGL3-2ERE-PS2-
LUC, pSG5-DN-BAF57, GST-BAF57 [10].
Genomic extraction
The DNeasy tissue kit (Qiagen) was used for rapid iso-
lation of total genomic DNA from cultured cells. Cells
were grown to 50% conﬂuency in a 9 cm petri-dish
(maximum number of cells 5106), scraped oﬀ from the
bottom of the petri dish, centrifuged at 1000 rpm for
5 min and resuspended in 200 ll PBS. Total genomic
DNA was isolated according to the manufacturer’s
protocol using two elution steps to yield DNA concen-
trations between 60 and 180 ng/ll.
DNA sequencing
DNA was sequenced by a linear PCR method using dye-
labelled terminators from Applied Biosystems. Typi-
cally, sequencing reactions were set-up consisting of 1 ll
DNA, 8 ll of Big Dye Terminator Ready Mix 3 (con-
taining Taq polymerase and dye-labelled terminators)
and 3 ll (10 ng/ll) of primer in a 20 ll reaction. PCR
reactions typically consisted of 25 thermo-cycles of:
94 C for 30 s, 50 C for 15 s and 60 C for 4 min.
Following the PCR, the DNA was precipitated, washed
and then processed using the ABI 3100 capillary se-
quencer and the collection data using the ABI 3100 data
collection software.
Real-time RT-PCR
The Invitrogen ready-to-use TRIZOL reagent was used
to isolate total RNA from cultured cells (>107). Pre-
cipitation and concentration of total RNA was achieved
by the addition of isopropyl alcohol, centrifugation, and
a subsequent 75% ethanol wash. Puriﬁed RNA was
brieﬂy air dried and re-dissolved in DEPC-treated water
(Ambion). The RNA concentration and purity were
determined by measurement of the OD260 and OD280 on
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a spectrophotometer. To obtain ﬁrst strand cDNA, 2 lg
total RNA were treated with DNase I and cDNA was
prepared using the Superscript First-Strand synthesis
System for RT-PCR according to the manufacturer’s
instructions (Life Technologies, Inc.).
Analysis of gene expression was performed by Real-
time PCR using the ABI PRISM 7700 Sequence detec-
tor following PE Applied Biosystems’ Taqman SYBR
Green Master Mix protocol (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA). Reactions were carried out using speciﬁc
primers for hBAF57 and the constitutively expressed
L19 ribosomal coding gene used as an internal control.
BAF57 expression levels were normalised to L19 levels.
Primer sequences may be obtained on request.
GST pull-down assays
Expression vectors for ERa or SRC1e-PAS were tran-
scribed and translated in vitro with [35S]-methionine in
reticulocyte lysate (Promega) according to the manu-
facturer’s protocol. GST fusion proteins of full-length
BAF57 and truncated BT-BAF57 were induced,
puriﬁed, bound to Sepharose beads (Amersham), and
incubated with in vitro translated proteins (ERa or
SRC1e-PAS) as described previously [10].
Transient transfections
COS-1 cells were cultured in DMEM supplemented with
10% fetal bovine serum. Twenty-four hours before
transfection, cells were plated in 24-well plates in phenol
red-free medium, supplemented with 5% dextran char-
coal-stripped serum. Cells were transfected using a
modiﬁed calcium phosphate protocol [18]. The trans-
fected DNA included a pRL-CMV (Promega) control
plasmid (5 ng/well), the luciferase reporter plasmid
pGL3-2XERE-PS2 (100 ng/well), pMT2-MOR (25 ng/
well), pSG5-SRC1e (100 ng/well), pSG5-DN-BAF57
(250 ng/well) or pSG5-BT-BAF57 (250 ng/well). Empty
vectors were used to normalise the amounts of DNA.
After incubation for 16 h with the DNAs, the cells were
washed and incubated in fresh medium in the presence
of 10 nM 17b-estradiol for 24 h. Subsequently, cells
were harvested and extracts were assayed as described
previously [18].
Results
Screening cancer cell lines for mutations in the BAF57
gene
In order to investigate the possibility that mutations in
BAF57 occur in human breast cancer cell lines that
might aﬀect ER transcriptional activity, we have
screened a panel of ER positive and ER negative breast
cancer cell lines for mutations in the BAF57 gene that
might aﬀect estrogen signaling. In addition, we also
analysed the sequence of BAF57 gene in two of the most
commonly used human prostate cancer cell lines,
LNCaP and PC-3 (Table 1). The BAF57 gene was se-
quenced directly from cDNA generated using RNA
extracted from the cell lines MDA-MB-231, PC-3 and
LNCaP and no mutations were found aﬀecting BAF57
sequence. Genomic DNA was extracted from the other
ﬁve cell lines studied and 11 sets of primers (forward and
reverse) were used to do both PCR-amplify and
sequence all 11 exons of BAF57. From all the cell lines
sequenced, we found a CA dinucleotide insertion
located in exon 5 of BAF57 derived from the BT549
breast cancer cell line. The 50-CA-30 insertion was
detected in two sequencing reactions with both primers
from two independent PCR-ampliﬁcation reactions of
exon 5 (Figure 1a). The presence of single peaks and no
overlaps in the DNA sequencing suggests that the CA
insertion is either a homozygous mutation or only one
mutated allele is present.
A restriction enzyme map analysis of BAF57 exon 5
showed that the CA mutation disrupted a unique Rsa I
restriction endonuclease site (GT/AC). Digestion of the
wild-type sequence with this enzyme generates two
fragments of approximately equal length (Figure 1b). In
order to conﬁrm the presence of the CA mutation, exon
5 amplicons were PCR-ampliﬁed using genomic DNA
from BT549 and from MCF-7 (reference control with
two wild-type copies of BAF57 gene) and were digested
with the Rsa I endonuclease. The sizes of the products
obtained in the digestion reactions were analysed by
agarose gel electrophoresis (Figure 1c). Clearly, the
presence of the CA mutation in the DNA derived from
BT549 cells disrupted the Rsa I restriction site, resulting
in the appearance of a single 512-bp band in the gel
corresponding to the undigested exon 5 amplicon, while
DNA from MCF-7 only containing wild-type BAF57
copies gave rise to two fragments of 265 and 247-bp that
run as a single band in this 1.2% gel. The detection of
only a single 512-bp band in the BT549-derived ampli-
con conﬁrmed that BT549 do not have any wild-type
BAF57 allele.
Table 1. Summary of human cancer cell lines screened






MCF-7 + ) + )
ZR-75-1 + ) + )
BT549 + + ) +
T47D + ) + )
MDA-MB-361 + ) + )
MDA-MB-231 ) + ) )
Prostate cancer cell lines
PC-3 ) + +/) )
LNCaP ) + +/) )
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Characterisation of the novel BAF57 mutation found in
BT549 cells
We next investigated the consequences of the BT549
mutation at the protein level. Using the DNA Strider
software, we analysed how the CA insertion at exon 5
aﬀects the open reading frame (ORF) of BAF57 se-
quence and consequently the translation of the protein
(Figure 2). The wild-type protein consists of 411 amino
acids (Figure 2a), while as a result of the CA dinucleo-
tide insertion a premature stop codon is introduced at
nucleotide 250 giving rise to a truncated protein that
contains the ﬁrst 75 amino acids of BAF57, followed by
9 random amino acids (Figure 2b). Furthermore, this
provides with an explanation to why in a previous study
DeCristofaro et al. failed to detect full-length BAF57
protein in BT549 cells by Western blot analysis [17],
since the mutation that we have identiﬁed in this breast
cancer cell line generates a truncated BAF57 protein.
In order to examine whether the breast ductal car-
cinoma cell line BT549 expressed the mutated BAF57
mRNA encoding the truncated protein, we isolated to-
tal RNA, generated cDNA and mRNA levels were
monitored by Real-Time RT-PCR (Figure 3). The rel-
ative expression levels of BAF57 were analysed in a
number of breast and prostate carcinoma-derived cell
lines (BT549, ZR-75-1, MCF-7, T47D, LNCaP and PC-
3) and we found detectable BAF57 mRNA expression
in BT549 cells. However, it is noteworthy that BT549
cells express signiﬁcantly lower BAF57 mRNA levels
compared to the rest of cell lines examined. The pres-
ence of the CA mutation was also conﬁrmed by
sequencing the cDNA generated from BT549 cells (data
not shown).
In an attempt to characterise the functional eﬀects of
the BT549-derived BAF57 (BT-BAF57) truncated pro-
tein, we subcloned the mutated ORF into the bacterial
expression vector pGEX-6P1 and the mammalian
expression vector pSG5, to be used in GST pull-down
assays and transient transfection experiments, respec-
tively.
We have previously demonstrated that BAF57
directly interacts with both ERa and p160 coactivators
and this association is required for the ability of p160
coactivators to potentiate ER-mediated transcription in
transient transfection systems [10]. The CA insertion
leads to a truncated BAF57 protein what could have
important consequences on the functionality of this
protein. We carried out GST pull-down assays to
investigate the ability of the truncated BT-BAF57 pro-
tein to interact in vitro with both ERa and the p160
coactivator SRC1e, as compared to wild-type full-length
BAF57. In a set of GST pull-down experiments in vitro
translated 35S-labelled ERa was incubated with GST-
BAF57 (wild-type full-length BAF57) or GST-BT-
BAF57 (truncated BAF57) fusion proteins (Figure 4a).
According to our previous data, we observed that ERa
directly binds to GST-BAF57 in a ligand-dependent
manner with a strong interaction detected in the pres-
ence of estrogen (E2) (Figure 4a). However, the in vitro
binding of ERa to GST-BT-BAF57 was dramatically
impaired (Figure 4a). No interaction was observed in
the presence of GST alone, as a proof of the speciﬁcity
of BAF57-ERa interaction. In another set of experi-
ments, we analysed the in vitro interaction between the
bHLH-PAS domain (amino acids 1–361) of SRC1e
(responsible for mediating the interaction with BAF57)
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Figure 1. Identiﬁcation of a CA dinucleotide insertion in exon 5 of the BAF57 gene in the human BT549 breast cancer cell line. (a) The mutation
was detected in two independent sequencing reactions using both the forward (F) and the reverse (R) primers. The wild-type (WT) sequence of
exon 5 is given in the bottom line. The data from the sequencing reactions were processed by using the Seqman software (Macintosh). (b)
Schematic representation of the restriction digestion strategy used. The Rsa I restriction site (GTAC) is located in the middle part of BAF57 exon
5. Digestion of the PCR-ampliﬁed wild-type exon 5 amplicon generates two DNA fragments of similar size (~250 bp), while in the BT549-derived
amplicon the CA insertion disrupts the Rsa I restriction site and the original fragment remains undigested (~500 bp). (c) Restriction digestion
analysis of BAF57 exon 5 with Rsa I. The restriction digestion reactions were terminated by addition of DNA loading buﬀer and the sizes of the
digestion products were analysed by agarose gel (1.2%) electrophoresis. Two independently generated PCR amplicons were analysed in each case.
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(Figure 4b). In vitro translated 35S-labelled PAS-SRC1e
interacted in the same weak but speciﬁc manner with
both full-length BAF57 and BT-BAF57. Collectively the
data from the in vitro pull-down assays indicate that
although the BT-BAF57 is still retains its ability to
interact with p160 coactivators similar to that of full-
length BAF57, this truncated protein lacks capability of
binding ERa.
Next, we investigated the possible functional conse-
quences of the expression of the truncated BAF57 pro-
tein in ERa transcriptional activity. We and others have
demonstrated that several truncated BAF57 proteins act
as dominant-negative forms on steroid receptor depen-
dent transcriptional activity when expressed in cells
containing endogenous BAF57 [10,19]. To test whether
the truncated BT-BAF57 was able to modulate
the transcriptional activity of ERa, we examined
transcription from the 2ERE-PS2-LUC reporter in the
presence of the ERa, SRC1e and either the previously
characterised dominant negative DN-BAF57 or the
truncated BT-BAF57 cloned from BT549 cells. As pre-
viously reported DN-BAF57 dramatically inhibited the
ability of SRC1e to potentiate transcriptional activity of
ERa (Figure 4c). Surprisingly, the expression of BT-
BAF57 did not reduce SRC1e coactivation potential; on
the contrary, we observed an increase in the SRC1e
coactivation of ERa in the presence of BT-BAF57
(Figure 4c).
Discussion
The considerable genetic and biochemical evidence
linking BAF57 to cancer prompted us to screen a
Figure 2. The CA insertion present in BT549 cells generates a truncated BAF57 protein. (a) Wild-type BAF57 open reading frame. The wild-type
human BAF57 protein consists of 411 amino acids. (b) The CA insertion identiﬁed in BT549 cells (indicated in capital letters) causes a frameshift
leading to a premature stop codon at position 85 (indicated by an asterisk) which generates a truncated BAF57 protein consisting of the ﬁrst 75
residues of BAF57 protein followed by 9 random amino acids (highlighted inside a rectangle).
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number of breast and prostate cancer cell lines for
mutations in the BAF57 gene. The human BAF57 gene
maps to chromosome band 17q21, in close proximity to
the BRCA1 gene, a locus associated with frequent LOH
and allelic imbalance in breast, ovarian and prostate
cancer and it has previously been suggested that BAF57,
based on its involvement in DNA transcription and re-
pair events, could function as a tumor suppressor [17].
Moreover, the involvement of BAF57 in the regulation
of transcriptional activity by ERa [10], which is a key
regulator of cell proliferation in normal as well as in
cancerous breast and ovarian tissues, further reinforces
this notion. In this study, we address the characterisa-
tion of BAF57 gene in the most widely used human
cancer cell lines exploited as in vitro models in breast
cancer research [20]. The experimental approach chosen
was preferentially sequencing genomic DNA, because
this allows us to detect mutations in BAF57 even in cases
where expression of the gene could be lost during cancer
development or cell line establishment. Five out of six
breast cancer cell lines studied do not contain mutations
in BAF57 aﬀecting the expressed protein or the DNA
sequence. However, a CA dinucleotide insertion in
BAF57 was found in the BT549 breast cancer cell line.
The observation of single peaks and no overlaps in the
electropherogram in the DNA sequence suggests that
the wild-type BAF57 allele is not present in BT549 cells.
A restriction digestion analysis of BAF57 exon 5 further
conﬁrmed that these cells only contain mutated copies of
BAF57. Therefore, either the CA insertion occurs in
homozygosis or more likely, according to the Knudson’s
two-hit model [21], the acquisition of this mutation in
one copy of BAF57 was followed by the subsequent loss
of the remaining wild-type copy of the gene. Although
we do not have conclusive evidence, several observations
support this notion. During the PCR-ampliﬁcation
reactions we observed that for BT549 almost double the
amount of genomic DNA was required, relative to that
of other cell lines, in order to generate the same amount
of ampliﬁed product. In addition, the results of the
Real-Time RT-PCR, where it was shown that BT549
cells express signiﬁcantly lower levels of BAF57 mRNA
than the other cell lines further suggest the presence of a
single BAF57 allele in this cell line, although we cannot
rule out the possibility that other mechanisms, like
promoter methylation, could also be responsible for this
low expression. As mentioned above, BAF57 maps to a
chromosome area that has been associated with LOH in
breast cancer and our data suggest that this is the case in
BT549 cells. The CA insertion located in BAF57 exon 5





















Figure 3. Comparison of the relative BAF57 expression levels in a
panel of breast and prostate cancer cell lines by Real-Time RT-PCR.
Total RNA was extracted from a number of breast and prostate cancer
cell lines (BT549, ZR-75-1, MCF-7, T47D, LNCaP and PC-3). cDNA
was generated and BAF57 mRNA expression analysed by Real-Time
RT-PCR using L19 as control gene. The values are expressed relative
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Figure 4. Functional characterisation of the BT-BAF57 truncated mutant. (a) In vitro interaction of BAF57 and BT-BAF57 with ERa. Binding
of GST fusion proteins of wild type BAF57 (GST-BAF57) or truncated BT-BAF57 (GST-BT-BAF57) to 35S-labelled ERa in the presence of
100 nM 17b-estradiol (E2) or vehicle ()). (b) In vitro interaction of BAF57 and BT-BAF57 with SRC1e. Binding of GST fusion proteins of wild
type BAF57 (GST-BAF57) or BT-BAF57 (GST-BT-BAF57) to 35S-labelled SRC1 bHLH-PAS domain (amino acids 1–361). In each panel, the
input lane represents 10% of the total volume of lysate used in each reaction. (c) Eﬀect of BT-BAF57 expression on transcriptional activation by
ERa in cells expressing endogenous BAF57. COS-1 cells were transiently transfected with expression vectors for ERa and SRC1e, the 2XERE-
pS2 luciferase vector, the dominant negative DN-BAF57 or BT-BAF57. In each case, after transfection, cells were washed and incubated with
vehicle (white bars) or 17b-estradiol (back bars) at 10)8 for 24 h. Subsequently, cell lysates were assayed using a dual luciferase reporter system.
Normalised values are expressed relative to the activity of ERa alone in the presence of ligand. The results shown represent the average of two
independent experiments assayed in duplicate.
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premature stop codon, leading to a truncated protein
(BT-BAF57) consisting of 85 amino acids, of which only
the ﬁrst 75 correspond to wild-type BAF57 protein.
In view of the critical role of BAF57, acting through
SWI/SNF complexes, in the regulation of gene tran-
scription mediated by ERa and AR, the conﬁrmation
that all other breast and prostate cancer cell lines anal-
ysed express wild-type BAF57 might be relevant in fu-
ture studies performed using those cellular models
addressing the molecular mechanisms of action of SWI/
SNF complexes, ER or AR.
BT549 is a breast-ductal carcinoma cell line that does
not express ER and has a truncated retinoblastoma
(pRB) transcript ([22] and references therein). A previ-
ous study had also shown that the BAF57 protein was
undetectable by Western blotting in this cell line [17] and
the mutation we identiﬁed in the BAF57 gene that
results in the generation of a truncated protein explains
why. We have also shown that BT549 cells express
BAF57 mRNA encoding the truncated protein.
BT-BAF57 does not interact with ER but it is still able
to bind in vitro to the SRC1e coactivator in the same
manner as the full-length wild-type protein raising
the possibility that the truncated protein may interfere
not only with ERa regulation, but also with a number of
other nuclear receptor-dependent gene regulation path-
ways. Alterations on AR transcriptional activity might
also be relevant in the generation of the transformed
phenotype in breast cancer cells because its activity
requires both functional p160 coactivators and BAF57,
and AR can mediate testoterone antiproliferative and
proapoptotic eﬀects in mouse breast cancer models
(reviewed in [23]).
In most cases cancer arises after an accumulation of
mutations that may aﬀect diﬀerent cell proliferation-
regulatory pathways. In the case of BT549, at least three
mutations are present, each potentially linked to gen-
eration of breast cancer. The pRB protein is a major
tumor suppressor and transfection studies have shown
that the SWI/SNF complex associates with pRB to in-
hibit cell proliferation [24]. BT549 cells are also ER
negative and estrogen is a major regulator of cell pro-
liferation in normal as well as in breast cancer tissues.
Finally, BAF57 is a core subunit of all human SWI/SNF
complexes and a truncated BAF57 protein may poten-
tially interfere with both pRB-mediated and ERa-med-
iated pathways. We have observed that expression of
BT-BAF57, in contrast to the reported dominant-
negative action of other artiﬁcial BAF57 deletion
mutants, is able to increase the ability of SRC1e to
potentiate transcriptional activation by ERa. Therefore,
if this mutation occurred prior to the loss of ER
expression, it could have contributed to the aberrant
cellular proliferation through excessive estrogen-depen-
dent signaling. It is also possible that the BAF57
mutation occurred ﬁrst and pleiotropic eﬀects mediated
by deﬁcient SWI/SNF complexes led to the generation
of additional mutations. BAF57, acting through SWI/
SNF complexes, participates in the regulation of gene
expression carried out by many types of transcription
factors other than ER and AR. A recent study has
shown that stably expression of full-length wild-type
BAF57 in BT549 cells reduced the transformed charac-
teristics of this breast cancer cell line, inducing cell cycle
arrest and apoptosis and restoring contact inhibition
[25], strongly supporting a role for BAF57 as tumor
suppressor. To address the possible contribution of this
mutation in BAF57 to aberrant ER-dependent signaling
it will be necessary to stably express BT-BAF57 mutant
in cell lines expressing both wild-type BAF57 and ER in
order to analyse how BT-BAF57 aﬀects estrogen
dependent gene expression and cell proliferation.
The ﬁnding of a mutation in BAF57 in one breast
cancer cell line out of just six that were screened
strengthens our view that BAF57 may be associated
with tumor generation in the mammary gland and it
suggests that it will be worthwhile to initiate studies to
screen primary human breast cancer samples for po-
tential mutations in the BAF57 gene.
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